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RESUMO

A ceratite fungica € uma infecgdo da cornea de carater oportunista de aspecto supurativo
e frequentemente ulcerativo que pode evoluir até a cegueira total ou mesmo a perda do globo
ocular. Devido aos sinais inespecificos e sintomas e rapida progressdo, a ceratite fingica é de
dificil diagndstico. A distribuicdo epidemioldgica esta fortemente associada com locais de
ocorréncia da doenca e variam amplamente em todo o mundo, até mesmo entre diferentes
regides do mesmo pais e em diferentes grupos de individuos. Neste contexto, investigamos
caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos casos de ceratite por Fusarium ocorridos entre
outubro de 2019 a margo de 2022 em pacientes oriundos do estado do Cearé — regido de clima
tropical semiérido, caracterizada por elevadas temperaturas e grande nimero de trabalhadores
rurais expostos aos ecossistemas onde os agentes etioldgicos estdo presentes. A etiologia dos
casos foi investigada com microscopia confocal in vivo, raspagem da cornea para microscopia
e cultura, além do sequenciamento dos genes rpb2 e tefla para a identificacdo molecular.
Adicionalmente, foi realizado teste de sensibilidade a anfotericina B (AMB), natamicina (NAT)
e voriconazol (VOR) - os principais agentes antifungicos utilizados na pratica clinica em
Oftalmologia. A etiologia fungica foi identificada em 22,12% (50/226) dos casos de ceratite
durante o periodo. O género Fusarium spp. foi responsavel por 84,0% (42/50) dos casos das
culturas positivas. Dentre os dados obtidos dos pacientes, verificou-se que a média de idade foi
de 44,7 anos e 0 maior nimero pertencia a faixa etaria entre 41 e 60 anos com 74,0% (37/50)
pertencentes ao sexo masculino. Do total de pacientes analisados, 26,0% afirmaram possuir
alguma doenca de base como hipertensédo arterial (12,0%) e diabetes (10,0%). Em relacdo ao
tratamento, Anfotericina B e cetoconazol foram os antifingicos mais utilizados em 78,0% e
46,0% dos casos, respectivamente. A ceratoplastia ocorreu em 48,0% dos casos (24/50).
Resultados do sequenciamento em 27 cepas detectaram predominio de espécies do complexo
F. solani (FSSC) (14/27) além do complexo F. fujikuroi (FFSC) e F. dimerum (FDSC). AMB
e VOR foram os antifangicos que apresentaram melhor atividade in vitro contra os 28 isolados
de Fusarium testados, com valores de mic variando entre 0,06 - 8 pg/ml e 0,06 — 4 pg/ml,
respectivamente. Valores de Concentracdo Inibitoria Minima para NAT variaram de 0,125 -
>128 pg/ml. Os dados mostram a importancia de Fusarium na etiologia de ceratites em
pacientes oriundos do nordeste brasileiro. O presente estudo revela, pela primeira vez, o perfil
de sensibilidade fungica e caracterizacdo molecular desses isolados. Os resultados obtidos

podem contribuir para o entendimento da epidemiologia e tratamento da doenga em nosso meio.

Palavras-chave: Ceratite fungica. Sensibilidade antifingica. Sequenciamento.



ABSTRACT

The fungus Keratitis is an opportunistic corneal infection with a suppurative and often
ulcerative appearance that can progress to total blindness or even loss of the eyeball. Due to
nonspecific signs and symptoms and quick progression, fungus keratitis is difficult to diagnose.
If inadequately treated, it can lead to significant visual decreasement and, in severe cases, to
total blindness or even loss of the eyeball. The epidemiological distribution is strongly
associated with the places where the disease occurs and varies widely throughout the world,
even between different regions of the same country and in different groups of individuals. In
this context, we investigated clinical and epidemiological characteristics of cases of Fusarium
keratitis that occurred between October 2019 and March 2022 in patients from the state of Ceara
— a region with a semi-arid tropical climate, characterized by high temperatures and a large
number of rural workers exposed at ecosystems where the etiological agents are present. The
etiology of the cases was investigated with in vivo confocal microscopy, corneal scraping for
microscopy and culture, in addition to sequencing of the RPB2 and TEF1a genes for molecular
identification. Additionally, a sensitivity test was performed for amphotericin B (AMB),
natamycin (NAT) and voriconazole (VOR). Fungal etiology was identified in 22.12% (50/226)
of keratitis cases during the period. Exceptionally, Fusarium spp. was responsible for 84.0%
(42/50) of cases with positive cultures. Among the data obtained from the patients, it was found
that the average age was 44.7 years and the largest number belonged to the age group between
41 and 60 years, with 74.0% (37/50) belonging to the male sex. Of the total number of patients
analyzed, 26.0% claimed to have some underlying disease, such as arterial hypertension
(12.0%) and diabetes (10.0%). Regarding treatment, Amphotericin B and ketoconazole were
the most used antifungals in 78.0% and 46.0% of cases, respectively. Keratoplasty occurred in
48.0% of the cases (24/50). Sequencing results in 27 strains detected a predominance of species
from the F. solani complex (FSSC) (14/27) in addition to the F. fujikuroi complex (FFSC) and
F. dimerum (FDSC). AMB and VOR were the antifungals that showed the best in vitro activity
against the isolated 28 Fusarium tested, with mic values ranging from 0.06 - 8 pg/ml and 0.06
- 4 ug/ml, respectively. Minimum Inhibitory Concentration values for NAT ranged from 0.125
- >128 pg/ml. The data show the importance of Fusarium in the etiology of keratitis in patients
from northeastern Brazil. The present study reveals, for the first time, the profile of fungal
sensitivity and molecular characterization of these isolated. The results obtained may contribute

to the understanding of the epidemiology and treatment of the disease in our environment.

Keywords: Fungal keratitis. Antifungal sensitivity. Sequencing.
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1. INTRODUCAO

A ceratite fangica, também conhecida como ceratite micGtica, ceratomicose ou
oculomicose, € uma doenca grave de evolucdo lenta que ameaca a visdo. Diferentemente de
outras micoses, ndo é uma patologia de risco de vida, porém ¢é de extremo comprometimento
visual e dificuldade terapéutica (BURTON et al., 2011; THOMAS, 2013; CHIH-AN CHEN et
al., 2020). Esse tipo de infeccdo causa ulceracdo da cOrnea, opacidade corneana e uma
inflamacéo intensa da conjuntiva, que pode resultar em grande deficiéncia visual ou até mesmo
na perda do globo ocular (THOMAS, 2013).

Vérias sdo as possiveis causas para esta inflamacdo como: pequenas abrasdes
corneanas por corpos estranhos, traumas com vegetais (folhas, galhos de arvore e grédos), uso
indevido de lentes de contato, olho seco severo, reacdo alérgica e outras causas que levem a
quebra da barreira epitelial favorecendo a contaminagdo exodgena por microrganismos
(AUSTIN et al., 2017).

Segundo Marujo e colaboradores (2013) em uma pesquisa realizada na
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) sobre distribui¢do das ceratites infecciosas no
Brasil, o trauma ocular é responsavel por 48 a 65% dos casos de Ulcera de cdrnea em paises em
desenvolvimento, enquanto nos Estados Unidos (EUA), um dos principais fatores de risco é
uso de lentes de contato, com 52%, sendo trauma ocular responsavel por 27% dos casos. Fatores
como localizacdo geografica, clima, umidade sdo relatados como influenciadores no
desenvolvimento do processo infeccioso (LAWSON et al, 2018).

As infecgdes fungicas da cornea sdo causadas por mais de 100 espécies diferentes,
embora mais de 95% sejam causadas pelos fungos filamentosos Fusarium spp. e Aspergillus
spp. e leveduras Candida spp. Os fungos filamentosos sdo responsaveis pela maioria das
infeccdes fangicas em regides tropicais e climas subtropicais, sendo a levedura mais frequente
em climas temperados. InfeccBes da cornea causadas por fungos filamentosos tendem a ter um
prognostico pior do que aquelas causadas por espécies de leveduras (THOMAS et al., 2005).

O diagnéstico, tanto clinico quanto laboratorial, pode ser demorado e inconclusivo
na maioria das vezes, atrasando o inicio do tratamento especifico e comprometendo ainda mais
0 progndstico (KEAY, EDWARDS et al., 2006), que é conhecidamente como desfavoravel,
guando em comparacdo com outras formas de ceratite infecciosa devido a varias razdes, como
atraso na identificacdo microbioldgica, eficacia subotima de penetracdo de agentes

antifungicos, pleomorfismo morfolégico em culturas e uma variacdo na sensibilidade a drogas
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com os medicamentos existentes. Ceratite fungica é um grave problema de satde publica e,
portanto, requer atencdo especial (SHARMA et al., 2022).

A despeito da relevancia clinica, dados epidemioldgicos sobre a ceratite por
Fusarium sdo fragmentados e escassos. No Brasil, a quase totalidade dos estudos foram
realizados em zonas temperadas ou subtropicais, localizadas no Sul e Sudeste do pais,
respectivamente (FURLANETTO et al., 2010; PASSOS et al., 2010; IBRAHIM et al., 2011;
OESCHLER et al., 2014; ROSA et al., 2018; AGI et al., 2019; PEREIRA et al., 2019; ROSA
et al., 2019; HERKERT et al., 2019). Desconhecem-se as caracteristicas da ceratite por
Fusarium em 4reas tropicais do pais, onde elevadas temperaturas e grande nimero de
trabalhadores rurais expostos aos ecossistemas onde os agentes etioldgicos de ceratite fungica
estdo presentes. Desta forma, esta pesquisa teve como objetivo descrever as principais
caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos casos de ceratite fungica ocorridos em clima
tropical semi-arido. Adicionalmente, sdo apresentados os principais agentes etioldgicos e o seu
perfil de sensibilidade a antifingicos comumente utilizados na pratica clinica local.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Ceratite

A estrutura Unica do olho humano (Figura 1), quando intacta, impede a entrada da
maioria dos microrganismos (FLEISZIG et al., 2019). Anatomicamente, a cdrnea, em um
adulto, possui de 11,5 a 12,0 mm de diametro horizontal e, juntamente com a esclera,
constituem a cobertura externa ou revestimento do globo ocular (RUFER et al., 2005). A cornea
é formada por um tecido avascular transparente e altamente especializado, responsavel por
quase trés quartos das funcbes dpticas do olho, incluindo a clareza dptica e a protecdo contra
invasdo de microrganismos (NICOLAU; MYSORE, 2021). E constituida por cinco camadas
anatdmicas (Figura 1) que lhe conferem resisténcia mecanica e protecdo (do exterior para o
interior): epitélio, camada de Bowman, estroma, membrana de Descemet e endotélio (KANSKI
& BOWLING, 2012; NICOLAU; MYSORE, 2021).

Figura 1 - Corte transversal esquematico do olho e cdrnea
demonstrando suas principais caracteristicas anatbmicas.

Epitélio
a\ ~
\gi_ Camada de Bowman

o — Estroma

= Membrana de Descemet

Fonte: Adaptado de Cleveland Clinic, 2018.

Logo, devido a sua localizag&o e estrutura anatdmica, a cornea é constantemente exposta
ao ambiente externo e sua barreira epitelial insultada por fatores externos do ambiente,
incluindo traumas oculares e microrganismos (FLEISZIG et al., 2019). A possivel ocorréncia
dessas lesOes a barreira epitelial prejudica os mecanismos de defesa da cornea e, assim, levar a
danos, causando inflamacdo ou ceratite (ANSARI et al. 2013). Esta, descreve um grupo de

doencas inflamatorias agudas ou crénicas que ocorre na cornea apos fatores que interrompem
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0 mecanismo de protecdo da camada externa do olho (ACHARYA et al., 2017; AHMADIKIA
etal., 2021).

A ceratite infecciosa (CI), também conhecida como opacidade corneana, pode ser
classificada como ceratite microbiana (bactérias, fungos ou parasitas) ou ceratite viral (herpes
virus) (UNG et al., 2019). Representa um dos principais fatores de cegueira da coOrnea,
constituindo mais de 5% dos casos globais (STAPLETON, 2021). Estudos recentes estimam
que a Cl seja a causa de até dois milhdes de casos de cegueira monocular a cada ano no mundo
(UNG et al., 2019; RAJ et al., 2021; TING et al., 2022). E uma doenca comum, mas
potencialmente ameacadora a visdo, assim sendo uma emergéncia oftalmolégica, caracterizada
por ulceragdo, defeito epitelial e/ou infiltrado estromal. (UNG et al., 2019). Infec¢Ges da cornea
foram declaradas como uma epidemia silenciosa, ainda que o tamanho dessa epidemia nunca
tenha sido devidamente estimado (BROWN et al., 2020). Atualmente, a CI foi incluida entre
doencas tropicais negligenciadas pela Organizacdo Mundial da Satude (OMS) (Ungetal., 2019).

Entre os agentes etioldgicos que causam Cl, os fungos séo considerados microrganismos
evasivos, desafiadores desde o diagndstico até o tratamento (CABRERAS-AGUAS et al.,
2022). Estudos demonstram que a ceratite fungica (CF) pode ser mais virulenta e prejudicial,
qguando em comparacdo com a Cl de origem bacteriana. A CF, em estudos retrospectivos,
mostrou ser mais suscetivel a perfurar a cérnea do que a ceratite bacteriana, levando a lesbes
irreversiveis (ANSARI et al., 2013; SHARMA et al., 2012; WONG et al., 1997).

2.2. Ceratite fingica

A ceratite fingica é uma infeccdo grave da cornea que pode levar a cegueira, e é
considerada uma emergéncia oftalmoldgica (THOMAS et al., 2005; BURTON et al., 2011;
HOFFMAN, et al., 2021). Esse processo inflamatdrio pode acarretar em mudancas na estrutura
e diminuicdo da transparéncia da coOrnea, variando desde lesGes superficiais a profundas,
neovascularizagdo ou cicatrizacdo (KARSTEN; WATSON; FOSTER, 2012; ONG;
CORBETT, 2015; AL-AQABA et al., 2019). Essa infeccdo representa um desafio para o
tratamento devido a sua tendéncia de imitar outros tipos de inflamacdes estromais, além de ter
manejo restrito devido a ndo disponibilidade de agentes antifungicos eficazes que penetrem o
tecido da cornea de forma efetiva. Desta forma, salienta-se que as infecg@es fungicas da cornea
necessitam ser rapidamente reconhecidas e diagnosticadas para facilitar uma recuperacéo
completa e plena (THOMAS, 2003).
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Brown e colaboradores (2020), em um estudo epidemiol6gico, compararam o0 aumento
anual no diagnostico de casos de CF com o numero de casos j& descritos em analises
epidemioldgicas anteriores (SRINIVASAN et al., 1997; WHITCHER et al., 2001). Baseados
nos estudos, a carga de CF é maior em regifes tropicais e paises subtropicais, respondendo por
entre 20 e 60% dos casos de CI apresentados em regides tropicais, provavelmente resultado do
clima (temperaturas e umidade relativa mais altas) e frequentes traumas oculares relacionados
a agricultura (HOFFMAN, et al., 2021).

A CF é causada por fungos em formas de leveduras e filamentosos. O padrdo de infec¢édo
sera definido e deve variar a partir do agente causador, localizagdo geogréfica, fatores de risco
e exposicdo ocupacional (THOMAS; KALIAMURTHY, 2013). Em CFs causadas por
leveduras sdo, na grande maioria dos casos, causadas por Candida ou Cryptococcus
(BOUCYER et al., 2017). Estudos apontam para uma condicdo ocular pré-existente que dispde
a infeccdo, como, por exemplo, secre¢do lacrimal insuficiente, fechamento deficiente das
palpebras, ou condi¢des sistémicas, como diabetes mellitus e imunossupressdo. Este tipo de
ceratite também pode ocorrer a partir de defeito epitelial pré-existente ou micro-abrasdes
causadas por lentes de contato contaminadas (THOMAS, 2003).

As caracteristicas clinicas da CF filamentosa incluem Ulceras da cornea com lesdes
satélites - infiltrados estromais multifocais granulares, branco-acinzentados -, presenca de placa
endotelial e hipopio (Figura 2) (RAJ et al., 2021). Contudo, € importante ressaltar que cada caso
de ceratite fungica, embora apresente essas caracteristicas basicas, pode diferir de outros,
dependendo do agente etiolégico (THOMAS, 2003).

Figura 2 — Ceratite fungica em paciente internado no Hospital Oftalmoclinica 13 de Maio no
Ceard, Brasil. Conjuntiva esta hiperémica, ha um infiltrado corneano e presenca de hipopio.
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Fonte: Prépria autora.



2.2.1. Etiologia

Pelo menos 166 géneros e 144 espécies de fungos foram relatadas como causadoras
de CF humana, incluindo mais de 100 géneros de fungos filamentosos, 18 géneros de leveduras
e 6 géneros de fungos dimorficos (GHOSH et al., 2020; MILLS et al., 2021; TAWDE et al.,
2022). Porém, o género Fusarium, seguido por Aspergillus spp. sdo os fungos filamentosos
mais isolados, representando até 70 % dos casos (AHMADIKIA et al., 2021), ja os relatados
com menos frequéncia incluem: Sarocladium spp, Penicillium spp., Paecilomyces spp. e
Purepureocillum lilacinum (HOFFMAN, et al., 2021). Equanto que o género Candida
predomina entre as leveduras isoladas de CF (BROWN et al., 2020). Dentre os fungos
produtores de melanina, Curvularia spp. € 0 mais comumente relatados globalmente, porém,
muitos outros géneros também foram relatados como causadores de ceratite, como Alternaria
sp., Bipolaris sp., Cladosporium sp., Ulocladium spp., e Colletotrichum spp. e Scedosporium
sp., também estdo surgindo como agentes causadores da CF (HOFFMAN, et al., 2021; TAWDE
et al., 2022). No entanto, fungos dimorficos, embora raramente, também foram relatados como
agentes causadores de CFem olhos saudaveis e olhos de pacientes imunocomprometidos
(MORRISON et al., 2013; AHMADIKIA et al., 2021).

2.2.2. Fatores de risco

Existem diversos fatores de risco para o desenvolvimento de ceratite fungica.
Alguns atribuiveis ao individuo, como idade, género ou doenca oftadlmica ou sistémica pré-
existente; e outros, extrinsecos, como renda do paciente, ocupacdo, cirurgia ocular prévia e
regido geografica (HOFFMAN et al., 2021).Dentre os fatores intrinsecos, 0s pacientes idosos
sd0 mais propensos a ter comorbidades sistémicas e oculares predisponentes, como diabetes
mellitus e doenca da superficie ocular (VAN DER MEULEN et al., 2008; HOFFMAN et al.,
2021). Porém, varios estudos afirmam que pacientes entre 20 e 40 anos compdem maioria dos
casos (GOPINATHAN et al., 2002; BHARATHI et al., 2003; DEORUKHKARET et al. 2012;
ONG et al., 2016; HOFFMAN et al., 2021).

Os principais fatores predisponentes para CF incluem trauma, imunodeficiéncia,
distarbios da superficie ocular, cirurgia ocular, tratamento com esterdides topicos e uso
prolongado de lentes de contato gelatinosas (CHEIKHROUHOU et al., 2014). De acordo com
Mahmoudi e colaboradores (2018), o trauma da cArnea, principalmente matéria vegetativa, é a

causa predominante de CF em 40-60% dos casos. Hoffman e colaboradores (2021) destacaram
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que o trauma ocular é um fator de risco predisponente chave para o desenvolvimento de ceratite
fangica, independentemente da regido geografica. Lesdes no olho podem ocasionar uma ruptura
no epitélio da cérnea, permitindo que patdgenos fungicos se infiltrem. Além disso, lesGes com
matéria vegetal podem levar a danos com inoculacdo direta de conidios fungicos (HOFFMAN
etal., 2021).

Doencas da superficie ocular pré-existentes, como doenca do olho seco, blefarite,
defeitos epiteliais ou condi¢cdes inflamatorias da superficie ocular comprometem o epitélio da
cornea e, portanto, permitem que patdgenos fungicos invadam a cérnea. Além disso, essas
condicBes sdo frequentemente tratadas com corticosteroides topicos ou lentes de contato
curativas, aumentando o risco de desenvolver ceratite fungica (ONG et al., 2016). Historico de
cirurgias ocular prévias, como catarata, cirurgia refrativa a laser ou transplante de cérnea, foram
associadas ao desenvolvimento de ceratite fangica em paises desenvolvidos e de renda média-
baixa (LABIRIRS et al., 2012; BUCHTA, et al., 2014).

Estudos demonstram que em paises industrializados, o uso de lentes de contato
constitui o principal fator predisponente para o desenvolvimento de ceratite fungica (GOWER
et al., 2010; KEAY et al., 2011; ONG et al., 2016). No entanto, € importante ressaltar que o
fator de risco principal decorre do uso e manuseio improprios e do material de fabricacdo da
lente de contato (HOFFMAN et al., 2021). A exemplo deste achado, Bullock e colaboradores
(2016) expuseram um surto global de ceratite por Fusarium spp. nos anos entre 2005 e 2006

decorrido do uso de um lote defeituoso de uma solucédo de limpeza.

2.3. O género Fusarium e taxonomia

O género Fusarium foi descrito pela primeira vez no inicio do século XIX. Em 1935,
Wollenweber e Reinking usaram diferencas morfologicas para organizar o género em 16 secdes
com 65 espécies, 55 variedades e 22 formas (CROUS et al., 2021). Porém, Booth (1971)
simplificou isso para apenas 14 espécies. Quando Leslie e Summerell (2006) usaram
informagdes morfoldgicas e filogenéticas, eles terminaram com 70 espécies, a maioria das quais
formadas por macroconidios falcados e multisseptados com célula basal pedicelada.
Atualmente, com o surgimento do sequenciamento genético, mais de 200 espécies sdo
reconhecidas em pelo menos 22 complexos de espécies, diferindo pela morfologia, associacéo
de hospedeiros e parametros moleculares (LAURENCE et al., 2015), sendo sua taxonomia
atual, dominada por estudos filogenéticos (CROUS et al., 2021). Al-Hatmi e coloraboradores

(2016), afirmaram que um total de 74 espécies taxondmicas foram sugeridas como causadoras
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de infec¢cBes humanas e que esse nimero tende a aumentar. Até o momento, cerca de 36 dos
supostos oportunistas humanos foram nomeados, enquanto 38 ainda ndo possuem nome e s
podem ser identificados por analise de sequenciamento multilocus (MLSA). Até agora, 21
espécies foram descritas com relatos de casos comprovados (DE HOOG et al., 2011) foram
publicados na literatura. A posicdo taxondmica é definida atualmente como pertencente ao
Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales, Familia
Nectriaceae, Género Fusarium (LORTHOLARY et al., 2010).

Espécies de Fusarium sdao amplamente distribuidas no solo, bem como nas partes
subterraneas e aéreas das plantas, restos de plantas e substratos naturais (NELSON et al., 1994).
Além disso, é encontrado no ar e no ambiente aquatico, incluindo agua do mar (SAENZ et al.,
2020). E considerado o quinto patogeno de plantas na lista dos “dez principais fitopatdgenos”
(DEAN et al., 2020), apresentando grande importancia econdmica, por ocasionarem
devastadoras perdas na agricultura, como por exemplo, a podridao e ferrugem em vegetais
(SAENZ et al., 2020).

O fungo do género Fusarium sdo agentes de um amplo espectro de infeccdes,
denominadas fusarioses, acometendo pacientes imunossuprimidos principalmente com
neoplasias hematoldgicas, e imunocompetentes globalmente (JOSSI et al., 2010). Em pacientes
imunocompetentes, causa principalmente infec¢des localizadas como onicomicose e ceratite
(ROSA et al., 2017). E importante ressaltar que atualmente o Fusarium foi incluso em grupo
definido “Grupo de alta prioridade” pela OMS para desenvolvimento de estratégias para
controle, devido a emergéncia como patégeno fungico (WHO, 2022).

Segundo Emmons e colaboradores (1977), a patogenicidade de um fungo pode ser
expressa pela capacidade do microrganismo de tolerar temperaturas de 35-37°C. Fusarium spp.
se desenvolve a temperatura ambiente 25-30°C, porém, nem todos os isolados sdo
termotolerantes e, portanto, capazes de causarem infeccBes invasivas. De forma geral, as
fusarioses sao dificeis de tratar em funcao do alto grau de resisténcia das diferentes espécies de
Fusarium aos antifungicos (AL-HATMI et al., 2016), tornando primordial o ensaio de
sensibilidade para escolha terapéutica mais adequada (ROSA et al., 2016).

Em 2016, Al-Hatmi, Meis e De Hoog classificaram em nove os complexos de espécies

filogenéticas causadoras de infeccdes em humanos e em animais (Figura 3):



Figura 3 - Linhagem filogenética de 36 espécies de Fusarium, organizadas em 9 complexos.
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Fonte: Adaptado de Portela, 2019.

A taxonomia do género Fusarium ao longo dos anos sofreu varias mudancas.
Antigamente sua classificacdo em nivel de espécie era baseada apenas nos critérios
morfoldgicos e fisioldgicos do fungo. Com utilizagdo de técnicas moleculares, aliado a novos
softwares e plataformas taxondmicas, uma nova compreensao da evolugéo filogenética vem
sendo estabelecida e em consequéncia a sua taxonomia (AL HATMI et al., 2012).

A diferenciacdo na identificacdo dentro do género Fusarium é bastante complexa e é
baseada na morfologia dos macro e microconidios, fidlides, conidiéforos, clamidosporos e na
disposi¢édo dos conidios no conidiéforo (Figura 5), além das caracteristicas macroscopicas de

crescimento do seu micélio algodonoso-cotonoso e das suas diferentes tonalidades, como
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producdo de pigmento, temperatura de crescimento, taxa de crescimento e entre outras
caracteristicas. Os microconidios podem ser unicelulares, com uma grande variedade de forma,
apresentando formato elipsoidal a esférico, e podem ser encontrados agrupados ou de maneira
isolada (LESLIE; SUMMERELL, 2007). A identificacdo da cultura é importante devido as
semelhancas histopatoldgicas entre Fusarium e outros hialo-hifomicetos. Embora o género
Fusarium possa ser identificado por cultura pela producdo de macroconidios multicelulares
hialinos, em forma crescente ou de banana, a identificacdo das espécies é dificil e pode exigir
métodos moleculares (TORTORANO et al., 2014), tendo em vista que 0s macroconidios podem
ser confundidos com outras espécies, como Acremonium, Cylindrocarpon ou Verticillium
(ARAUJO et al., 2003).

Figura 4 - Caracteristicas micromorfologicas béasicas dos fungos fusarioides. A. Diferentes
formatos dos macroconidios. B. Modelos de fidlides aéreas e organizagdo microconidial. C.
Conididforo esporodoquial e células conidiogénicas. D. Conidiéforo aéreo com mesoconidio.
E. Mesoconidio. F. Formas microconidiais.

®

Fonte: Adaptado de Crous e colaboradores,_2621.
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2.4. Epidemiologia

Até recentemente, a incidéncia global anual de ceratite fingica nunca havia sido
estimada. Brown e colaboradores (2020) estimaram a incidéncia de ceratite fungica em
1.051.787 casos por ano, dentro de uma faixa entre 736.251 e 1.367.323 casos por ano. A
incidéncia pode, de fato, ser maior em 1.480.916 casos por ano (intervalo de 1.036.641—
1.925.191) se for assumido que todos os casos de cultura negativa ndo confirmados de ceratite
microbiana foram na verdade de etiologia fungica. A morbidade associada a CF também é
importante observar: aproximadamente 10-25% dos olhos com CF iréo perfurar ou necessitar
de remocdo cirlrgica, enquanto em menos 60% dos pacientes, mesmo se tratados, ficam
monocularmente cegos, 0 que equivale a aproximadamente 800.000 pessoas por ano
(HOFFMAN et al., 2021; PRAINA et al., 2016; PRAJNA el al., 2013; BURTON et al., 2011)
(Figura 5).

Figura 5 - Estimativa de ceratite fingica por continente
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Fonte: Adaptado de BROWN et al., 2020.

O padrédo epidemiologico e os agentes causadores das Ulceras corneanas supurativas
variam significativamente entre diferente paises e mesmo entre regides de um mesmo pais
(THOMAS et al.,, 2002). Como agente etiolégico, a maior incidéncia é a de fungos
filamentosos, em algumas partes do mundo o Fusarium foi relatado como o mais comum
(CARVALHO, BORDIGNON et al., 2001; LECK, THOMAS et al., 2002; HOFLING-LIMA,
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FORSETO et al., 2005; MAIDANA, GONZALEZ et al., 2005; XIE, ZHONG et al., 2006;
BHARATHI, RAMAKRISHNAN et al., 2007), j& em outras partes predominaram espécies de
Aspergillus (UPADHYAY, KARMACHARYA et al., 1991; DUNLOP, WRIGHT et al., 1994;
SAHA E DAS, 2006). De maneira diferente, nos EUA, existe uma prevaléncia predominante
de leveduras destacando-se Candida spp. como agente etiolégico mais comum (ROSA,
MILLER et al., 1994; TANURE, COHEN et al., 2000).

O Brasil € um pais tropical em desenvolvimento com extensas dimensdes e diversas
caracteristicas ambientais, climaticas e socioeconémicas ao longo de sua extensdo
(DRUMOND et al., 2010). De acordo com o sistema de Koppen, o Brasil abriga cinco subtipos
climaticos principais: equatorial, tropical, semiarido, tropical de altitude e temperado. Os
biomas variam de florestas equatoriais no Norte e semiaridas no Nordeste, até florestas
temperadas de coniferas no sul e savanas tropicais no Brasil central, mas a maior parte do pais
é tropical. (SABINO, et al., 2020).

No Brasil, as informacGes mais relevantes nesse sentido sé@o as de Ibrahim e
colaboradores (2012) que buscaram descrever a epidemiologia da infeccdo da ceratite fungica
no Brasil, monitorando a distribuicdo de vendas de antifungicos colirios no Brasil. Um modelo
de regresséo linear exibiu uma associacao significativa entre umidade relativa reduzida e vendas
de medicamentos antiflngicos. Tal estudo demostrou uma distribuicdo sazonal da ceratite
micética, com maior incidéncia durante o terceiro trimestre do ano (quando o clima é mais
seco e quando a atividade agricola é mais intensa no Brasil).

Ainda no contexto da epidemiologia da CF no Brasil, Hofling-Lima et al. em 2005
realizaram uma andlise retrospectiva de 14.391 solicitacdes de exames laboratoriais de doencas
infecciosas oculares, no periodo compreendido entre 1975 e maio de 2003, onde observaram
296/14.391 (2,05%) comprovacBes por cultura de infec¢do ocular micoética, sendo 265/295
(89,5%) identificadas como agente etiolégico de ceratites, 27/295 (9,1%) de infeccbes
intraoculares. Fungos filamentosos foram identificados em 233/295(78,7%) casos.

Existe ainda outro levantamento feito no Parana por Carvalho et al., em 2001 que foi
feito um estudo retrospectivo de dados de 298 pacientes com quadro de CM, no periodo de
agosto de 1983 a janeiro de1997. Houve uma prevaléncia de 49 (16,4%) casos de CF. Os fungos
mais incidentes foram: Fusarium spp. (32%), Aspergillus spp. (16,5%), Penicillium spp. (10%)
e Candida spp. (4,0%).
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2.5. Caracteristicas clinicas

Os pacientes geralmente apresentam um olho vermelho e dolorido, juntamente com
visdo reduzida. Ao exame clinico é demostrado hiperemia conjuntival, fazendo com que o olho
pareca vermelho, em conjunto com um infiltrado da cdrnea - uma area de opacidade da cornea,
muitas vezes branca ou creme. Geralmente também ha perda do epitélio da cornea sobrejacente
ao infiltrado, que cora com colirio de fluoresceina topica e fluoresce verde sob luz azul. Esses
sinais clinicos podem ser observados sem lampada de fenda, simples lanterna com ou sem lupas
sera suficiente, auxiliado por um filtro azul e tiras de teste de fluoresceina (HOFFMAN et al.,
2021).Um exame mais detalhado usando um biomicroscopio de lampada de fenda produz sinais
mais sutis que pode ajudar a distinguir os diferentes agentes causadores de CF até certo ponto
(THOMAS et al., 2005). Leck (2015) listou os seguintes sinais que sugerem ceratite fangica
(Figura 6):

» epitélio corneano acinzentado com uma camada ulcerada ou superficie infiltrada;

« infiltrado estromal com bordas irregulares, mostrando pouco ou nenhuma inflamacao,
gue em grande aumento pode algumas vezes exibir hifas fungicas filamentosas, explicando a
aparéncia ‘‘fofa’’ das bordas do infiltrado;

« infiltrado amontoado;

« microinfiltrados "lesOes satélites” disseminados através da cornea;

« anel imunoldgico de Wessely;

* placas endoteliais, hipdpio.

Figura 6 — Principais caracteristicas clinicas: A. Ulcera/margem infiltrada. B. Margem definida.
C. Perfil elevado. D. Perfil plano.

Fonte: Adaptado de Leck e Burton (2015).

A progressao da ceratite fungica geralmente ocorre mais lentamente do que a ceratite

bacteriana, de modo que os sinais e sintomas podem aparecer varios dias ap6s 0 trauma ou uso
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de lentes de contato infectadas. No entanto, infec¢des ocasionadas por espécies de Fusarium
podem evoluir rapidamente para perfuragdo da cérnea e endoftalmia (BOURCIER et al., 2017).
A endoftalmia é considerada uma forma rara e grave de inflamac&o ocular, podendo apresentar
lesdo irreversivel e perda significativa da visdo. Esta apresentacdo clinica € classificada em dois
tipos: endoftalmia exdgena e endoftalmia enddgena. A endofitalmia exdgena, ocorre por
inoculacdo direta, como por exemplo traumas ou cirurgias intraoculares, diferente da

endoftalmia enddgena, ocasionada por infecgdes sistémicas (SHEU, 2017).

2.6. Diagnostico laboratorial

O diagndstico da ceratite fungica é baseado no exame clinico e exames laboratoriais.
Ao exa.me clinico, o oftalmologista pode suspeitar da natureza da ceratite, porém o diagnostico
se estabelece perante a visualizacao de estruturas fungicas, em raspado de cérnea e cultura para
fungos (DALMON et al., 2012; IBRAHIM et al., 2011; PUNIA et al., 2014).

A investigacdo laboratorial de uma lesdo ocular inicia com a coleta apropriada da
amostra, que possibilita realizacdo de microscopia direta, cultura, histologia e outros testes
(THOMAS, 2003). A amostra de material corneano é obtida através do debridamento do
material da Ulcera com ao auxilio de instrumento estéril como lamina de bisturi, espatula de
Kimura ou Swab (THOMAS, KURIAKOSE et al., 1991; Jacob, GOPINATHAN et al., 1995).

A microscopia possui papel fundamental no diagnéstico laboratorial de infeccdes
fangicas e muitas vezes é a Unica ferramenta de diagndstico disponivel em locais onde a
incidéncia de CF é mais alta. A presenca de hifas flngicas em preparacdes de raspagem da
cérnea é sempre significativa e sdo claramente visiveis usando coloracdo de Gram, KOH
(Figura 7), calcofluor White ou lactofenol azul de algoddo (HOFFMAN et al., 2021,
MAHMOUDI et al., 2018; THOMAS, KALIAMURTHY, 2013). Deve-se ainda levar em
consideracdo que muitos pacientes dao entrada com uso de medicacdo prévia, levando a
auséncia de crescimento do agente etiologico na cultura, e a microscopia torna-se de grande
importancia. O exame do material permite, em muitos casos, 0 estabelecimento de um
diagnostico (THOMAS, 2003). A baixa positividade da cultura é também atribuivel ao tamanho
muito pequeno da amostra, uso de qualidade da raspagem da cornea e inoculacédo incorreta de
meios, além de fatores laboratoriais (NGO et al., 2020).
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Figura 7 — Visualizagdo de hifas fingicas em laminas de raspado corneano. a) técnica de
coloracéo de Gram; b) clarificagdo com KOH.
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Fonte: Prépria autora.

2.6.1. ldentificagdo molecular

A identificacdo de fungos filamentosos a nivel de espécies é dificil por diversos fatores.
Em particular pela sua taxonomia que, por vezes, pode ser complexa. Além disso, 0s aspectos
macro e microscépicos desses fungos sdo altamente subjetivos, e com frequéncia levam a
identificacOes erradas ou inconclusivas (MARINACH-PATRICE et al., 2009). A identificacdo
torna-se ainda mais complicada se o fungo apresenta uma morfologia atipica, ndo esporular, ou
se 0 organismo necessitar de mais tempo de incubacdo em meios especiais nao disponiveis em
laboratério e os resultados fenotipicos forem inespecificos ou controversos (BALAJE et al.,
2007).

O género Fusarium é um excelente exemplo dessas dificuldades, pois possui uma ampla
distribuicdo e a taxonomia é conhecidamente como uma das mais complexas, pois apresenta
uma alta variabilidade fenotipica (MARINACH-PATRICE et al., 2009). Uma das principais
vantagens dos metodos moleculares sdo a sensibilidade e especificidade, sendo altamente
discriminativos, mesmo com espécies intimamente relacionas (ALASTRUEY-IZQUIERDO et
al., 2008)

Varios l6cus génicos foram testados para avaliar a relacdo filogenética de Fusarium
spp., incluindo o DNA ribossémico (18S, 28S, ITS e IGS), DNA mitocondrial (mtSSU e
mtLSU) (NELSON, 1994) e os genes codificadores de proteinas e de enzimas, como RNA
polimerase (RPB2), B-tubulina (BT2) e fator de alongamento 1-alfa (EF1-a) (O’ DONNEL et
al., 2012). O gene EF1-a foi eleito o “codigo de barras” dentro do género Fusarium, pois tem

alta utilidade filogenética pelas seguintes razdes: (i) € altamente informativo a nivel da espécie;
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(ii) possui cdpias ndo-ortologas do gene; e (iii) é alinhavel em todo o género Fusarium. Outro
forte candidato ao codigo de barras do género € o gene codificador de proteina, tanto o RPB1
quanto o RPB2 (ROSA, 2018).

A identificacdo das espécies é otimizada quando realizada a combinacdo de genes
informativos de ancestralidade, os quais apresentam variedade dentre as espécies (regifes
polimérficas), como o EF1-a, o RPB2 e/ou 0 gene parcial da BT2. Os espacadores transcritos
internos (ITS) do RNAr também tém sido utilizados, no entanto, o ITS ndo tem poder de
discriminar entre varias espécies estreitamente relacionadas e, ainda possui copias nao-
ortdlogas (AL-HATMI et al., 2016).

Métodos baseados em sequéncias de DNA sdo usados para identificacdo de espécies de
um organismo (HOMA et al., 2013), tendo em vista que o0 sequenciamento de genes
amplificados ainda € o padrdo-ouro de identificacdo fungica (MAHMOUD et al., 2018). Assim,
a genotipagem pode ajudar a explicar a apresentacdo variavel e resposta ao tratamento do
mesmo género entre diferentes pacientes. Desta forma, esta técnica pode produzir importantes
informacBes prognosticas e terapéuticas que possam melhorar o tratamento de infeccdes
fangicas oculares (MAHARAN et al., 2016).

2.7. Tratamento

O tratamento das CFs pode ser clinico ou cirurgico. A terapia medicamentosa
geralmente é escolhida empiricamente. O tratamento pode ser administrado topicamente
(primeira linha, com dosagem intensiva de hora em hora durante pelo menos as primeiras 48
h), por via oral ou por via intravenosa, subconjuntival, cérnea estromal ou injecdo intracameral
(GALARRETA, et al.,2007; ONG, et al., 2016).

A terapia cirargica, geralmente com terapéutica da ceratoplastia (transplante de cornea
-substituindo a cérnea doente por tecido de cdrnea doado), é geralmente reservada para casos
de perfuracdo da cornea ou infeccBes progressivas refratarias a terapia médica. O transplante
de cornea também pode ser realizado para reabilitacdo visual depois que a infecgdo aguda foi
resolvida (HOFFMAN et al., 2021). A hospitalizacao se faz necesséria quando ha um progresso
rapido da lesdo com envolvimento do estroma ou em casos de ndo adesdo ao tratamento (OU,
ACHARYA, 2007). Bourcier (2017) relata um exemplo de protocolo adotado para o tratamento
da CF o qual consiste na administracédo inicial de uma gota a cada hora por 7 dias, depois 1 gota

a cada 2 horas por 3 semanas. A dose e a escolha do antifingico sdo adaptadas de acordo com



17

a identificacdo do agente etioldgico, sua sensibilidade e o curso clinico da infeccéo
(BOURCIER et al., 2017).

Devido a escassez de colirios e medicamentos para uso oftalmico, é uma pratica comum
em ambientes hospitalares a reconstituicao e gotejamento na regido ocular, a partir de solucées
antifungicas ou pos para uso sistémico. Contudo, ndo h& consenso internacional sobre o agente
ou combinacdo de agentes a serem utilizados. A Tabela 1 mostra os principais agentes
antifangicos com exemplos de protocolos adotados no tratamento da ceratite fungica relatados
na literatura (ORTEGA-ROSALES et al., 2019; SAHAY et al.,2017; BOURCIER et al., 2017).

Tabela 1 - Classificacdo, principais agentes antifungicos usados no tratamento da ceratite

fangica.
Exemplo de protocolo para o tratamento da ceratite fingica
Estagio Agdo Agente etioldgico Classe Farmaco
Leveduras Polienos + Triazdis  Anfotericina B 0,25% + Voriconazol 1%
Epitelial Local Filamentosos Polienos + Triazdis Natamicina 5% + Voriconazol 1%
Triflucan® (Fluconazol) pé (50 a 100 mg
Levedura Triazois + Triazdis { dia) ou Sporanox® (ltraconazol) po
(200 a 400 mg / dia).
Estroma
Sistémico Vfend® (Voriconazol) pd (200 mg = 2/
Filamentosos Triazdis dia) + injegbes intraestromais de

Voriconazol (50g /0,1 mL).

Fonte: Adaptado de Bourcier e colaboradores, 2017.

A natamicina tdpica, também conhecida como pimaricina, é geralmente escolhida como
terapia para ceratomicoses superficiais, independentemente de hifas septadas ou células de
levedura sao vistas por microscopia direta (THOMAS, KALIAMURTHY, 2013; SAHAY et
al., 2019;). A natamicina (NAT) é produzida pela bactéria Streptomyces natalensis. Esta
disponivel comercialmente para uso oftalmico na concentragdo de 5% (50 mg/mL). E um
antifangico poliénico que atua interagindo com o ergosterol presente na membrana da célula
fangica. Em contraste com outros antibidticos poliénicos que formam poros na membrana, NAT
inibe o crescimento de fungos por inibi¢cdo de aminoéacidos e transporte de glicose através da
membrana plasmatica. NAT é conhecida por ter uma baixa penetracdo ocular por causa de seu
alto peso molecular (SAHAY et al., 2019).
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efeitos adversos. O uso prolongado de MNT pode estar associado a irritagéo leve, vermelhidéo,
sensacdo de corpo estranho, ardor, sensagdo de queimacéo e lacrimejamento. ReacGes de
hipersensibilidade, embora raro, pode ocorrer com qualquer um dos antifingicos topicos
drogas. Um dos problemas comuns com o uso de NTM é a aderéncia das particulas suspensas
a &rea de ulceracéo epitelial, bem como nos fornices e margens palpebrais.

Voriconazol (VCZ) é um antiflngico pertencente ao grupo quimico da familia dos azois.
O VCZ (peso molecular 349,3 g/mol) € um derivado lipofilico do fluconazol, diferenciando-se
pela adicdo de um grupo metil em o esqueleto do propranolol e pela substituicdo de um triazol
porcdo por um anel de fluoropirimidina. A agdo de VCZ resulta na diminui¢do do nivel de
ergosterol, que é um componente essencial da formacgéo da parede celular fangica (PURKINS
et al., 2002). VCZ esta disponivel em formulagdes orais e parenterais. O uso oftdlmico na
formulacdo tdpica é off-label e requer a reconstituicdo da formulacdo parenteral disponivel em
uma forma de solugdo em uma concentracdo utilizavel de 1% (10 mg/ml) (SHARMA et al.,
2022). VCZ tem um amplo espectro de acdo em comparagdo com outros azois, possui acao
dependente da dose. E fungistatico em baixas concentracdes e fungicida em altas concentracdes
(PURKINS et al., 2002).

A anfotericina B (AMB) foi o primeiro agente antifungico utilizado clinicamente para
ceratite flngica. Foi precedido pela anfotericina A, que possui toxicidade muito elevada para
uso clinico. (SAHAY et al., 2019). AMB é um macro6lido polieno produzido por actinomicetos
Streptomyces nodosus que interage com o ergosterol da membrana celular, interrompendo o
funcdo da membrana e causando a formacao de poros. Isso resulta na morte do organismo por
extrusdo do conteudo citoplasmatico vital (SAHAY et al., 2019). AMB € um agente de amplo
espectro e é ativo contra a maioria dos os fungos. Porém, o uso de AMB sistémico € limitado
por sua alta toxicidade, podendo causar efeitos adversos como insuficiéncia renal e
hepatotoxicidade (PURKINS et al., 2002).

Para Thomas (2013), para tratar a ceratite micética de forma eficaz, um medicamento
deve ser ndo irritante e ndo toxico ao olho; deve penetrar no tecido ocular e ter um alto nivel de
atividade antifngica contra pelo menos um patdgeno ocular significativo. Além disso, a
toxicidade local dos antifungicos € frequente e deve ser considerada (THOMAS et al., 2013).
A duragdo minima recomendada para o tratamento de CF que envolve lesdo do tecido epitelial
é de 6 semanas, quando ha um comprometimento mais grave da cornea, envolvendo o estroma,
esse tratamento varia e pode durar meses (BOURCIER et al., 2017).

Como a maioria dos agentes antifungicos disponiveis apenas inibem o crescimento do

fungo, e os mecanismos de defesa do hospedeiro devem erradicar o organismo, o tratamento €
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geralmente prolongado. O tratamento pode ser iniciado baseado apenas em achados de
microscopia direta se estes forem inequivocos e compativeis com a avaliagdo clinica; de outra
forma, a terapia deve ser suspensa enquanto se aguarda os resultados da cultura (THOMAS,
KALIAMURTHY, 2013), tendo em vista que testes de sensibilidade a antifungicos ao contrario
da ceratite bacteriana, ndo séo frequentemente usados em ceratite fungica (LALITHA et al.,
2007).

Diante do exposto € possivel afirmar que poucos estudos abordam, de maneira
sistematica a ceratite fungica no Brasil, em especial, no Nordeste, necessitando-se mais
pesquisas para elucidar essa micose oportunista, e de crescente incidéncia, constatada em
levantamentos das Gltimas quatro décadas. A compreensédo epidemiolégica local e identificacdo
dos fatores de risco, agregados ao diagnostico micoldgico precoce e eficaz, justificam este
estudo, pois sdo fundamentais para uma correta conduta terapéutica da CF, e para um

prognostico visual favoravel ao paciente.
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3. HIPOTESES
1. A ceratite fungica acomete predominantemente a populagdo com faixa etéria de 21
a 50 anos do sexo masculino.
2. Os principais agentes etiologicos das CF no estado do Ceara sdo Fusarium spp. e
Aspergillus spp.
3. Trauma, uso de lente de contato e doengas imunossupressoras sao os principais fatores

predisponentes para ocorréncia de CF nos pacientes do estudo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral:
Caracterizar o perfil clinico, epidemiolégico, laboratorial e molecular dos isolados
fangicos de pacientes com ceratite flngica no estado do Ceara.

4.2. Objetivos Especificos:

1. Determinar as frequéncias dos principais marcadores clinicos e epidemioldgicos dos
pacientes com ceratite fangica no periodo estudado;

2. Isolar fungos de amostras clinicas obtidas de ceratites de pacientes atendidos em
unidades hospitalares de oftalmologia em Fortaleza;

3. Analisar fenotipicamente, pela macro e micromorfologia, os isolados fungicos;

4. Comparar o genotipo das amostras selecionadas para analise filogenética;

5. Tracar o perfil de sensibilidade dos isolados aos antifingicos anfotericina B,

natamicina e voriconazol.
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5. METODOLOGIA

Trata-se de um estudo epidemioldgico, observacional, descritivo e experimental com
um eixo retrospectivo e outro prospectivo dos casos de ceratite infecciosa de outubro de 2019

a margo de 2022.

5.1 Concepgao, Cenério do Estudo e aprovagao ética

Rastreamos retrospectivamente pacientes de duas unidades hospitalares (Hospital
Oftalmoclinica 13 de Maio e Hospital de Olhos Leiria de Andrade, situados em Fortaleza,
Ceard, Brasil), que encaminharam amostras de ceratites para o laboratdrio de analises clinicas
Emilio Ribas Medicina Diagnoéstica até aprovacdo do comité de ética. Mediante aprovacédo
obtida em 06 de abril de 2021 (CAAE 40737720.5.0000.5054 (Anexo I1)), foi iniciado a parte
prospectiva do estudo nos mesmos locais, com o acréscimo do laboratério de Bioagentes

Infecciosos da Universidade Federal do Ceard, o qual também recebeu amostras para analises.

5.2 Populacéo do estudo

Foram incluidos no estudo retrospectivo pacientes adultos com suspeita de ceratite
infeciosa que foram atendidos nas duas unidades hospitalares supracitadas e obtiveram cultura
positiva.

No estudo prospectivo, pacientes adultos com suspeita de ceratite infeciosa que
foram atendidos nas duas unidades hospitalares e que assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo I11) entraram no estudo.

Foram excluidos os casos de ceratite provavel ou suspeita, sem confirmacéo diagnéstica

ou cujos dados clinicos-epidemioldgicos ndo estdo inteiramente disponibilizados no prontuario.

5.3 Locais do estudo

Duas unidades hospitalares e trés unidades laboratoriais localizadas no municipio de
Fortaleza-CE foram os locais onde foi concentrado o estudo:
5.4.1 Emilio Ribas Medicina Diagnostica (ERMD)- é um laboratério de andlises clinicas que

em sua rotina recebe com frequéncia materiais de Ulcera de coOrnea para exames
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microbioldgicos. Foi realizada consulta ao banco de dados (Sistema Shift) dos pacientes que
realizaram exames microbiologicos de Ulceras de cOrnea no periodo compreendido entre
outubro de 2019 a julho de 2020 que foram atendidos no Hospital Oftalmoclinica 13 de Maio
e Hospital de Olhos Leiria de Andrade. Os isolados fangicos que sdo armazenados na colecdo
de fungos do setor de Microbiologia foram disponibilizados para a realizagéo deste estudo.
5.4.2 Hospital Oftalmoclinica 13 de Maio - é uma unidade hospitalar de referéncia em
oftalmologia que atende todo o estado do Ceara e envia com frequéncia amostras de Ulcera de
cornea para exames microbioldgicos ao ERMD. Mensalmente, a instituicdo possui uma média
de 700 atendimentos entre consultas e exames, além de cerca de 40 cirurgias de diferentes
complexidades.

5.4.3 Hospital de Olhos Leiria de Andrade - compreende um centro especializado em
Oftalmologia de referéncia em oftalmologia, com tradicdo de mais de 50 anos de atendimento
de pacientes de todo o estado do Ceara. Sao realizadas cerca de 9500 consultas dentre eletivas
e de urgéncia, mais de 3000 exames e em torno de 800 cirurgias mensalmente no referido
hospital.

5.4.4 Laboratério de Bioagentes Infecciosos - € um laboratério do Programa de Pos-graduacéo
em Microbiologia Médica (PPGMM), da Universidade Federal do Ceard (UFC), que
desenvolve estudos com enfoque em Micologia. No local, foram processadas amostras
coletadas durante o estudo prospectivo das unidades hospitalares, como também foi realizado
os testes de sensibilidade.

5.4.5 Laboratério de Patdgenos Fungicos Emergentes - localizado na Universidade Federal
de Séo Paulo (UNIFESP), o laboratério desenvolve estudos em epidemiologia, diagnostico e
interagcdo patdgeno-hospedeiro dentro da Micologia Meédica. Uma parte das cepas do estudo

foram enviadas para analise molecular.

5.4 Coleta de dados

Dados clinico-epidemiolégicos e demograficos foram coletados dos prontuérios por
meio de questionario estruturado (Anexo I) com perguntas fechadas como: sexo, idade na
admissdo, cidade de origem, fatores de risco (lentes de contato, trauma, cirurgias prévias,
imunossupressao), comorbidades (diabetes, hipertensdo), sinais e sintomas (dor nos olhos,
vermelhiddo, visdo turva, dor de cabeca, fotofobia, excesso de lagrimas ou outra descarga),

tempo entre o inicio dos sintomas e cuidados medicos, tratamento e resultado.
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5.5 Coleta de material

As amostras clinicas dos pacientes com suspeita de ceratite infecciosa encaminhadas
para a realizacdo do diagndstico laboratorial foram colhidas por um oftalmologista, de material
proveniente diretamente da cornea. Os raspados corneanos foram colhidos, depois de instilado
colirio anestésico, com auxilio da lampada de fenda utilizando-se a espatula de Kimura ou
bisturi n°15. As amostras clinicas foram colhidas preferencialmente das bordas da lesdo, duas
zaragatoas de algoddo foram friccionadas na amostra contida na espatula de Kimura ou bisturi
n°15 e imediatamente inoculadas em dois tubos contendo meio de cultura agar Sabouraud
Cloranfenicol (Biomérieux, France) e agar Sabouraud Cloranfenicol Gentamicina (Biomérieux,
France) para obtencdo de cultura. Paralelamente, o raspado de cornea foi fixado em duas

laminas de vidro para posterior observacdo ao microscopio.

5.6 Processamento de amostras

5.6.1 Exame direto:
A preparacdo para 0 exame microscopico direto foi realizada pela técnica de coloragéo
de Gram e através da clarificacdo do material clinico com Hidrdxido de Potassio (KOH) a 20%.

A leitura das duas laminas foi realizada com aumento de 1000x e 400x, respectivamente.

5.6.2 Isolamento dos fungos:

Os meios inoculados com amostra clinica foram incubados a temperatura ambiente e
examinados visualmente em dias alternados por até 30 dias. Os cultivos positivos foram
separados em leveduras e fungos filamentosos para identificacdo etiologica através de técnicas
manuais padronizadas (DE HOOG et al.,2000; KONEMAN et al., 2008; SIDRIM & ROCHA,
2004). N&o houve isolamento de fungos dimorficos.

A identificacdo de género obedeceu ao padrao abaixo:

e Leveduras — micro e macromorfologia; isolamento em CHROMagar Candida
(Biomérieux, France); automacdo (Vitek 2 Compact, BioMeérieux);
e Fungos filamentosos — micro e macromorfologia; microcultivo;

A partir do crescimento fangico, procedeu-se a caracterizacdo macroscopica das

coldnias. As caracteristicas macromorfologicas observadas foram em relacdo ao tipo de

crescimento (aéreo rasteiro), aspecto da coldnia (seca ou umida), cores observadas tanto no
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anverso quanto no reverso, producdo ou ndo de pigmento; presenca ou auséncia de sulcos,
estrias e protuberancia central; tipo da superficie da col6nia (lisa, rugosa, mucoide, cremosa,
pastosa, cerebriforme, algodonosa, pulverulenta, aveludada, opaca ou brilhante); e as bordas da
colénia (ondulada, franjada, arredondada, lisa) (KONEMAN et al., 2008).

Ap0s essas observacdes foi realizada a técnica de microcultivo segundo Riddell (1950).
Transcorrido o crescimento dos fungos, em torno de 7 a 10 dias, foi adicionado
aproximadamente 2 mL de formaldeido PA (Labsynth, Brasil) na placa de Petri contendo a
lamina de microcultivo. Vinte e quatro horas depois, as laminas foram preparadas para a leitura
utilizando o corante lactofenol azul de algoddo (SEIFERT et al., 2014). Foram avaliadas as
estruturas microscopicas como caracteristicas das hifas (septada ou cenocitica, hialina ou
demacea); caracteristicas do corpo de frutificacdo e dos esporos tendo como base critérios
estabelecidos por Alcantara, Cunha e Almeida (2001).

Para as leveduras, os isolados foram inoculados em meio de CHROMagar Candida
(Biomérieux, France) para identificagdo presuntiva da espécie. A identificacdo final foi
confirmada pelo método de automacéo (Vitek 2 Compact, BioMérieux).

Os isolados fangicos foram estocados seguindo as recomendacg6es de Crous et al. (2021)
com algumas alteracBes. Foi feito uma suspensdo do micélio aéreo das coldnias em solugdo
salina e acrescentado uma gota de glicerol 10% em criotubos. Em seguida as cepas foram
estocadas em duplicatas a -20°C.

Para reativacao das cepas, os criotubos foram descongelados, dispensados em caldo BHI
(Brain Heart Infusion) e estocados em temperatura ambiente por 5 dias. Apos esse periodo, 0
contetido dos caldos foi inoculado em tubos contendo &gar batata por um periodo de 5 a 10 dias

em temperatura ambiente, ao abrigo de luz, para posterior realizacdo de experimentos.

5.7 Identificacdo molecular

Um total de 38 cepas isoladas identificadas como Fusarium spp. foram enviadas para o
Laboratorio de Patdgenos Fungicos Emergentes (LAPEM) na Universidade Federal de Sé&o

Paulo para realizacéo de sequenciamento genético e genotipagem.
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5.7.1 Extracio de DNA

Os isolados fangicos foram cultivados em agar Sabouraud por 7 dias a temperatura
ambiente e foram preparadas para extracdo de DNA utilizando o kit comercial FastDNA (MP
Biomedicals, EUA) seguindo as recomendacOes do fabricante. Resumidamente, as amostras
foram transferidas para tubos contendo microesferas de vidro e ceramica e 1,0 mL de CLS-Y
foi adicionado. As amostras foram lisadas em homogeneizador de tecidos Precellys (Uniscience
Corporation, EUA) e centrifugadas a 20.000g. O sobrenadante foi homogeneizado a 650 pL de
Binding Matrix e centrifugado novamente. O pellet foi purificado utilizando 500,0 pL de
SEWS-M e seco em concentrador a vacuo Speedvac (Eppendorf, EUA). Cerca de 100,0 uL de
solucdo DES foram adicionados ao pellet para eluicdo do DNA total ligado a matriz. Os tubos
foram centrifugados e o sobrenadante transferido para um novo tubo. Cerca de 100,0 ng/pL
foram adquiridos no processo de extracdo de DNA, inferidos em Nanodrop 2000
(Thermofisher, EUA).

5.7.2  Sequenciamento genético

As amostras de Fusarium foram sequenciadas para os genes RPB2 ¢ TEF1a para a
identificacdo molecular. Os iniciadores de cada alvo molecular foram: RPB2-5f2 e RPB2-7cr
(RPB2) (O’DONNEL et al., 2007), EF1 ¢ EF2 (TEF1a) (O’DONNEL et al., 1988). Os alvos
foram amplificados utilizando o kit PCR Master Mix (Promega Corporation, Reino Unido),
contendo 50,0 U/mL de Taq DNA polimerase em seu tampdo de reagédo buffer (pH 8.5) com
3,0 mM MgClI2, 400,0 uM de cada dNTP, cerca de 5,0 uM dos iniciadores foward e reverse de
cada alvo foram incorporados a reacdo junto com 50,0 ng de amostra de DNA-alvo. A
positividade das reaces foi verificada em eletroforese em gel de agarose 1,2%. Cerca de 25,0
ng dos amplicons foram adicionados para reagdo de hibridizagéo utilizando o kit BygDye v3.0
(Thermofisher, EUA), segundo as recomendacdes do fabricante. Os amplicons foram
sequenciados em eletroforese capilar no sequenciador automatico SeqStudio (Thermofisher,

EUA). Cada alvo molecular teve ambas as fitas de DNA sequenciadas.

5.7.3 Analise filogenética e identificacdo molecular

As sequencias obtidas foram analisadas e curadas para montagem de uma contig usando

as sequencias diretas e inversas de cada alvo. Um dataset com amostras de referéncia foi
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montado para anélise filogenética. Os dataset foram alinhados utilizando o MAFFT (KATOH
et al., 2008), e um dataset concatenado foi gerado para a identificacdo molecular. Para a
reconstrucdo filogenética foi utilizado o método méxima verossimilhanca (ML) aplicando o
modelo de substituicdo Kimura 2-parametros (KIMURA, 1980) com distribuicdo G (como
indicado no jModel Test (2008), e 1,000 réplicas de bootstrap (bt) no software MEGA 7
(KUMAR et al., 2016). A reconstrucdo obtida por ML também foi comparada a reconstrucéo
pelos métodos maxima parcimoénia (MP) e Neighbor-joining (NJ). A identificacdo molecular
foi considerada para clados com valor de bt>98%, de acordo com o grupamento com uma cepa

de referéncia (cepa-tipo).

5.7.4 Rede de haplétipos

Haplotipos referem-se a combinagdes de alelos marcadores que estdo localizados
préximos no mesmo cromossomo e que tendem a ser herdados juntos. Com a disponibilidade
de marcadores de polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) de alta densidade, os haplétipos
desempenham um papel importante em estudos de associacao (LIU et al., 2008). Desta forma,
para evidenciar a associacdo de cepas clonais do referido estudo, as sequencias obtidas foram
submetidas ao DnaSP (ROZAS et al., 2017) para andlise haplotipica dos isolados deste estudo.
Uma rede de haplotipos foi construida no software Network (Fluxus Technology, EUA)

utilizando o método de median joining.

5.7.5 Anélise de polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado -AFLP

Os isolados foram submetidos a analise de polimorfismo de comprimento de fragmento
amplificado (AFLP) utilizando a conjunto de marcadores denominados como C2 e C6
desenvolvidos para tipagem molecular de Fusarium de interesse (MONTEIRO, 2022).
Resumidamente, a andlise de AFLP foi realizado segundo De Carvalho et al. 2020
(CARVALHO et al., 2020), 200,0 ng de DNA foram submetidas a restricdo utilizando as
enzymas EcoRI e Msel (New England Biolabs, Reino Unido) acoplada a ligagdo com T4 DNA
Ligase (Promega Corporation, Reino Unido) de adaptadores para cada regido de corte das
enzimas.

Cinco microlitros do produto de reacdo da ligacdo/restricdo foram usados como input
para amplificagdo pré-seletiva. Na reacao seletiva com iniciadores florescentes, foi realizada
utilizando os conjuntos de marcadores C2 (bases seletivas AT/TA) e C6 (bases seletivas
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GAJ/TT). Os fragmentos amplificados foram submetidos a anélise de fragmentos no SeqStudio
(Thermofisher, EUA). Os eletroferogramas obtidos foram exportados para o software

Bionumerics (Applied Maths, EUA) para analise computacional.

5.7.6  Andlise de clusterizacdo e dimensional dos perfis AFLP

Os perfis AFLP obtidos no estudo de Fusarium foram analisados quanto a sua
clusterizagdo com cepas conhecidas (MONTEIRO, 2022). A similaridade entre os isolados foi
calculada utilizando o coeficiente de similaridade de Jacard (1912) e o dendrograma foi
construido com base no método distancia definido método aritmético médio do grupo de pares
ndo ponderados (UPGMA). Uma rede de extensdo minima (MST) também foi calculada com
base na matriz de similaridade entre as amostras. Para anélise dimensional, o método de anélise
de componentes principal foi utilizado para definir a contribuicdo dos alelos descritos na

clusterizacdo dos isolados estudados.

5.8 Teste de sensibilidade aos antifingicos

A suscetibilidade in vitro para os fungos isolados foi realizada utilizando a
metodologia de microdiluicdo em caldo seguindo o documento M38-A (2008) proposto pelo

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com algumas alteracdes.

5.8.1 Agentes antifungicos

Anfotericina B, natamicina e voriconazol foram utilizados para verificar a
suscetibilidade in vitro dos fungos. Estes antifingicos foram obtidos na forma de p6 dos seus
respectivos fabricantes, dissolvidos em DMSO (Dimetilssulfoxido) e diluidos em RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute) com L-glutamina sem bicarbonato de sédio, tamponado com
0,165 mol/L de tampdo MOPS (&cido morfolinopropanossulfénico) para pH 7,0 e esterilizado

por filtragdo (Tabela 2).
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Tabela 2- Agentes antifingicos, procedéncia, variacfes das concentragdes e referéncias usada
no teste de suscetibilidade in vitro.

Antiflngico Procedéncia Concentracio (ug/mL) Fonte da diluicdo
Anfotericina B Sigma-Aldrich, EUA de 0,15pg/ml - 8 pg/ml M38-A (2008)
Natamicina, Sigma-Aldrich, EUA 0,25 pg/ml — 128 pg/ml MANIKANAN et al., 2019
Voriconazol Pfizer, USA de 0,15pg/ml - 8 pg/ml M38-A (2008)

5.8.2 Preparo do in6culo e realizagdo do teste de sensibilidade

Para formacdo dos indculos, os isolados foram repicados em placas de agar
chocolate Polyvitex (Biomérieux, France) a 28°C e em microaerofilia por 48h. Os conidios
foram coletados com swab estéril e suspendidos em tampéo fosfato-salino (PBS) com pH neutro
com 0,005% Tween20. A concentragdo foi padronizada entre 0,4 e 5 x 10* conidios/mL por
meio de leitura em cadmara Neubauer. Em seguida, foi realizada diluicdo 1:50 em meio
RPMI1640 e depositado 100 pl do in6culo em placa de 96 cavidades de fundo redondo
contendo 100 pul RPMI1640 suplementado com drogas (CLSI, 2008) e incubadas a 35°C por 48
horasPara formacdo dos indculos, os isolados foram repicados em placas de agar chocolate
Polyvitex (Biomérieux) a 28°C e em microaerofilia por 48h. Os conidios foram coletados com
swab estéril e suspendidos em tampéo fosfato-salino (PBS) com pH neutro com 0,005%
Tween20. A concentragéo foi padronizada entre 0,4 e 5 x 10* conidios/mL por meio de leitura
em camara Neubauer. Em seguida, foi realizada dilui¢do 1:50 em meio RPM11640 e depositado
100 pl do in6culo em placa de 96 cavidades de fundo redondo contendo 100 pul RPMI1640
suplementado com drogas (CLSI, 2008) e incubadas a 35°C por 48 horas.

5.8.3 Leitura do teste

A leitura foi realizada apds 48 horas de incubagdo a temperatura de 35°C. A
concentracdo inibitéria minima (CIM) de anfotericina B e natamicina foi definida como a
menor concentracdo do agente antifingico capaz de inibir o crescimento total do microrganismo

enquanto para voriconazol a CIM foi considerada a menor concentragdo capaz de inibir pelo
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menos 50% do crescimento do microrganismo, comparado ao controle (livre do agente
antifungico).

Controle dos agentes antifungicos, do indculo e do meio de cultura (RPMI 1640) e
uma cepa de Aspergillus flavus ATCC 204304 foi utilizada em cada rodada teste. Todos 0s

ensaios foram realizados em duplicata.



31

6. RESULTADOS

Das 226 amostras, compreendendo 222 raspados de cdrnea e 4 botdes corneanos,
de pacientes atendidos em ambas unidades hospitalares durante o periodo de coleta, um total

de 50 amostras entraram no estudo.

6.1 Fatores associados a ocorréncia de ceratite fungica

As varidveis demograficas sdo mostradas na Tabela 3. A média de idade dos pacientes
analisados foi de 44,7 anos e variou de 26 a 76 anos. O grupo de maior nimero pertencia a faixa
etaria entre 41 a 60 anos. Entre os pacientes, 74% eram do sexo masculino e 26% do sexo
feminino. Um total de 60 % dos pacientes possuia a residéncia em Fortaleza, capital do Ceara,

enquanto que 40% eram oriundos da area metropolitana ou municipios no interior do estado.

Tabela 3 - Caracterizacdo demogréaficas dos pacientes de ceratite fungica.

Ceratite fingica (n=50)

Variavels NG %
Sexo
Masculino 37 74,0
Feminino 13 26,0
Faixa etaria
De 18 a 20 anos 0 0
De 21 a 40 anos 20 40,0
De 41 a 60 anos 25 50,0
De 61 a 85 anos 5 10,0
Residéncia
Capital 30 60,0
Regido metropolitana e municipios 20 40,0

O levantamento dos prontuéarios médicos, quanto a distribuicdo de doencas de base,
demostrou que doencas que afetam o sistema cardiorrespiratorio foi o relato frequente, com
énfase a hipertensao arterial sistémica (HAS), citado em 6 prontuarios equivalente a 12,0% das
citacOes (Tabela 4). Dentre as patologias, observa-se que diabetes mellitus foi a segunda doenca
mais citada pelos pacientes, 5 (10,0%), e doengas degenerativas com 2 casos (4,0%).

Com relacdo as condigGes predisponentes e/ou associadas, constatou-se que o
traumatismo ocular ocorreu em 18/50 (36,0%) dos casos. Um total de 18 pacientes nao
informou qualquer condicéo.

O transplante de cdrnea prévio, devido a outras complicagdes anteriores ao resultado

micoldgico, representou 10,0% (5/50) das condigdes predisponentes e/ou associadas. Um
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paciente relatou ja ter sido acometido por ceratite herpética. Apenas 1 paciente (2,0%) relatou
fazer o uso de lentes de contato e 8 negaram (16,0%); 41(82,0%) ndo foi informado no

prontudrio se faz uso de lentes.

Tabela 4 - Namero e porcentagem de pacientes segundo variaveis clinicas.

Ceratite fungica (n=50)

Variavels NG %

Tipo de comorbidade?

Diabetes 5 10,0

Hipertensdo arterial 6 12,0

Doenca degenerativa 2 4,0

Sem informacéo 18 36,0
Uso de lentes de contato

Sim 1 2,0

Né&o 8 16,0

Sem informacéo 41 82,0
Aspectos clinicos concomitantes

Glaucoma 1 2,0

Processo infeccioso pds-cirlrgico 6 12,0

Pdés-transplantado 5 10,0

Trauma 18 36,0

cada paciente poderia apresentar 1 ou mais tipos de comorbidades, lesdo ou aspectos clinicos concomitantes

6.2 Sintomas e medicacéo prévia dos pacientes

Os principais sintomas apresentados pelos pacientes com afec¢Ges oculares no momento
do exame fisico estdo descritos na Tabela 5. Nos 50 pacientes com diagndéstico de ceratite, as
principais queixas foram: dor (40/50; 80,0%), diminuicdo da acuidade visual (22/50, 44,0%) e
vermelhiddo (17/50; 34,0%). Segundo dados da tabela todos os pacientes utilizaram algum
medicamento antes da coleta de material para exame microbiol6gico. Houve maior utilizacéo
de fluoroquinolona (32/50; 64,0%) e anfotericina B (21/50; 42,0%). A informagdo sobre o
espaco de tempo entre o aparecimento dos sintomas e a consulta inicial foi respondida por 35

pacientes (70,0%) e variou de 3 a 60 dias.
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Tabela 5 - Numero e porcentagem de pacientes segundo sintomas, medicagdo prévia e tempo

de evolucdo até assisténcia médica.

Ceratite fingica (n=50)

Variaveis NC %

Sintomas e sinais!
Dor 40 80,0
Baixa acuidade visual 22 44,0
Vermelhidao 17 34,0
Fotofobia 7 14,0
Secrecao 6 12,0
Desconforto 4 8,0
Lacrimejamento 4 8,0
Irritacéo 3 6,0
Edema palpebral 1 2,0

Medicamentos antes da coletat
Fluoroquinolonas 32 64,0
Anfotericina B 21 42,0
Aminiglicosideos 24 48,0
Glicopeptideos 19 38,0
Corticoide 7 14,0
Natamicina 5 10,0
Quinolona 3 6,0
Cefalosporina 1 2,0

cada paciente poderia apresentar um ou mais sintomas e fazer o uso de um ou mais medicamentos.

6.3 Diagnostico laboratorial

Considerando-se os critérios laboratoriais para identificacdo dos agentes etioldgicos das

ceratites fungicas, realizados nos laboratérios Emilio Ribas Medicina Diagndstica e Laboratério

de Bioagentes Infecciosos, os resultados dos exames de cultura fungica realizados para

diagnostico estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - NUmero e porcentagem dos agentes etioldgicos isolados das culturas para fungos.

Agente etiologico

Casos (n=50)

Ne° %
Fusarium spp. 42 84,0
Aspergillus spp. 4 8,0
Curvularia spp. 1 2,0
Scedosporium spp. 1 2,0
Neoscytalidium spp. 1 2,0
Candida parapsilosis 1 2,0
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Quanto aos exames microscopicos, a pesquisa de fungos revelou estruturas fangicas em
66% dos casos (33/50). Foi informado o resultado negativo para 30% (15/50) das solicitagdes
de pesquisa direta e dois pacientes ndo tiveram exames microscopicos solicitados.

Foi constatado o predominio do género Fusarium spp. em 84,0% (42/50) dos achados

(Figura 8). O agente etiologico Aspergillus spp. foi isolado em 8,0% (4/50) dos casos.

Figura 8 - Caracteristicas do cultivo de Fusarium.

—f 3 -~

a) cultivo de raspado corneano positivo; b) isolamento em &gar Sabouraud dextrose (7 dias de incubacéo a
27°C); c) caracteristicas micromorfoldgicas. Fonte: Propria autora.

Figura 9 - Caracteristicas do cultivo de Scedosporium sp. e Neoscytalidium sp.

a) e c) isolamento de Scedosporium sp. e Neoscytalidium sp. em agar Sabouraud dextrose (7 dias
de incubacdo a 27°C), respectivamente; b) e d) caracteristicas micromorfoldgicas de Scedosporium
sp. e Neoscytalidium sp., respectivamente. Fonte: Prépria autora.
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6.4 Procedimento terapéutico pds-coleta e evolucdo clinica

Na tabela 7 estdo elencados os medicamentos administrados aos pacientes com ceratite
fangica apos a evidéncia dos resultados microbiologicos. Anfotericina B e cetoconazol foram
os anfungicos mais utilizados. Fluoroquinolonas (23; 46,0%) e aminoglicosideos (5;10,0%)
foram os antibidticos com maior nimero. O uso de corticoide foi relatado em 28,0% (14/50)
dos casos. A ceratoplastia (transplante de cornea) ocorreu em 48,0% dos casos (24/50). Um
paciente realizou o procedimento trés vezes, por motivo de faléncia. Outro paciente realizou o

transplante de cornea duas vezes e em seguida a evisceracao do globo ocular.

Tabela 7 - Numero e porcentagem de pacientes segundo tratamento apds exame clinico e
isolamento fungico na cultura.

Ceratite fingica (n=50)

Tratamento

Ne° %

Medicamentos apos coletal
Anfotericina B 39 78,0
Fluoroquinolonas 23 46,0
Cetoconazol 15 30,0
Corticoide 14 28,0
Aminiglicosideos 5 10,0
Natamicina 5 10,0
Quinolonas 3 6,0
Fluconazol 3 6,0
Cefalosporinas 2 4,0
Tetraciclinas 2 4,0
Transplante de cornea? 24 48,0
Evisceracdo 1 2,0

icada paciente poderia fazer o uso de um ou mais medicamentos. 2 cada paciente poderia ter realizado mais de
um transplante

Figura 10 - Evolucdo clinica de paciente atendido no Hospital Oftalmoclinica 13 de
Maio. A. Ulcera de cornea grave, infiltrando toda cornea, com fundo brancacento. B. Hiperemia
conjuntival, Ulcera corneano com fundos brancacentos com afinamento central. C. Hiperemia
conjuntival, com Ulcera de cornea grave, com descemetocele. D. Pos transplante de cornea,
conjuntiva discretamente hiperemiada, com cérnea com boa transparéncia com suturas patentes.
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Na Tabela 8 encontram-se detalhadas as caracteristicas clinicas-epidemioldgicas dos 50
casos de ceratite fungica durante o periodo do estudo.



Tabela 8 - Caracteristicas clinicas-epidemioldgicas dos casos de CF do presente estudo.

Caso/ Idade/Sexo  Condigdes predisponentes - - - Tratamento
Identificagdo Origem e/ou associadas Tempo Sintomas Caracteristicas clinicas Cultura Pré-diagnoéstico Pos-diagndstico
1 26/M NI 30 dias Dor Olho calmo, leséo hifada Neoscytalidum sp. NAT, GAT, CTZ NAT, GAT, CTZ
Fortaleza intracorneana X
2/ 40/M/ Dor, Conjuntiva hiperemiada, lesdo .
4557-2 Sobral NI NI vermelhidao infiltrada F. dimerum senso lato NI NI
Dor,BAV, - . . .
3 36/M Trauma 18 dias vermelhidio, Conjuntiva hlperem_lgda, IC, lesdo Fusarium sp. MOX, TOB AMB
Fortaleza - fluor positiva
fotofobia
4/ 34/F/ . Dor, Conjuntiva hiperemiada, lesao .
4558-4 Fortaleza Trauma 15 dias vermelhidao central com bordas indefinidadas F. dimerum senso lato VAN, GEN, AMB AMB
- . . X MOX, AMB,
5 31/ M, Trauma 20 dias Dor e Con_Jur_mtlva hlpgremlaqa_, lesdo Fusarium sp. MOX, AMB, corticoide corticéide
Acarau vermelhidao infiltrada flGor positiva X
6 40/M NI 10 dias Dor,BAV, Conjuntiva hiperemiada, lesdo Aspergillus sp. VAN AMB,VAN,CTZ
Solondpole vermelhiddo elevada fluor positiva
. L. . . , MOX, AMB,
7 33/ M Trauma vegetal 22 dias Dor,_ SECrecao Conjuntiva hlpg fem'a?"'?" cOMeéa £ gimerum senso lato VAN, GEN corticoide
4560-9 Caucaia lacrimejando opaca, fltor positiva X
8 42M Trauma 5 dias Desconforto Conjuntiva hiperemiada, edema Scedosporium sp. MOX, GEN, VAN AMB, VAN, CEFT
Maracanau palpebral e cdrnea com leséo X
9 70/F Cirurgia ocular prévia Conjuntiva hiperemiada, lesao MOX, AMB,
4562-13 9 P NI Dor, BAV Jun pe a F. suttonianum GEN, VAN, AMB corticoide
Fortaleza HAS infiltrada flGor positiva X
Dor, BAV Conjuntiva hiperemiada, injecdo VAN, GEN, AMB,
10 ?;%E NI 6 dias vermelhidao e ciliar, leséo fltor positiva em eixo Fusarium sp. TOB, MOX, AMB CTZ, CIPRO
lacrimejando visual, hipopio TX
11 41/M Trauma, facectomia NI BAV.’ N Conjuntiva c_alma e clara, CA Aspergillus sp. NI NI
Solondpole vermelhidao limpa
12 55/M NI NI Dor, BAV Conjuntiva hiperemiada, leso Fusarium sp. NI NI
Jucés infiltrada flUor positiva
13/ 37/M . ~ Conjuntiva hiperemiada, leséo . MOX, GEN, VAN,
4563-17 Fortaleza Trauma 7 dias Dor, secrecéo central, hip6pio F. falciforme AMB AMB
L . MOX, AMB
14/ Historico de ceratite — . . , SO
4564/18 6o/F herpética, HAS, 3 dias Dor, BA\{ Conjuntiva f"Perem'a‘,d?’ Ulcera F. fujikuroi senso lato MOX, corticoide corticoide
Ocara vermelhidao geografica, hipopio TX, Re-TX,
DM, Glaucoma . ~
Evisceracéo
. Conjuntiva hiperemiada, lesdo
15 42/M Trauma NI Dor, fotofgbla © fluor positiva, hipopio, pupila ndo Fusarium sp. MOX, TOB AMB
Fortaleza secre¢do

reagente
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16/ 45/F Dor, ardor, Palpebra edemaciada, conjuntiva . . AMB, MOX,
4565-20 Fortaleza Trauma NI fotofobia, BAV hiperemiada, leséo infiltrada F. dimerum senso lato ~ AMB, MOX, corticoide corticoide
A1M Irritagio Conjuntiva hiperemiada, edema AMB, corticoide
17 Solondpole NI 7 dias secrecio palpebral,,cornea transparente Fusarium spp. MOX, CTZ, CIP X
fluor negativa
Conjuntiva hiperemiada, inje¢éo DO)E,OﬁiI\éIOBiaéZTZ,
18 41/M Trauma 10 dias Fotofobla_, (10r, C|I|z_ir_, cornea com lesdo fl_uor Fusarium sp. CIP, MOXI, VAN, X
Fortaleza vermelhiddo positiva paracentral, melting, AMI, AMB
B RE-TX
CAF, hipopio
L . . - I AMB, MOX, VAN
19/ 45/M Pés- cirurgico Cefaleia, Defeito epitelial, pupila ndo - . . ' ' '
4566-24 Fortaleza 2° TX coérnea NI vermelhiddo reagente F. fujikuroi senso lato Corticoide. AMB ?')A‘!\r/')l(
76/F HAS, DM, - Conjuntiva hiperemiada, lesao .
20 Fortaleza meibomite préviea 3 dias Dor fldor positiva C. parapsilosis MOX MOX, DOX
21/ 36/M . Conjuntiva hiperemiada, cornea . MOX, CTZ,
4578-27 Fortaleza NI 30 dias Dor com Ulcera extensa, hipdpio F. dimerum senso lato MOX, CTZ TX
29/ 38/F Conjuntiva hiperemiada, Glcera GAT, CTZ oral, CTZ, AMB, MOXI,
4567-28 RUSSas NI NI Irritagdo paracentral com bordas hhifadas, F. falciforme lavagem CA AMB, corticoide
lesOes satélites, hipdpio NAT TX, Re-TX
Dor, BAV, S . x
23/ 28/M NI 3 dias fotofobia, Conjuntiva hiperemiada, lesao ¢ ¢ ik roi senso lato GENTA, VAN AMB
4287-18 Fortaleza N central
lacrimejamento
24 62/M DM 3 dias BAV Conjuntiva hiperemiada, leso Curvularia sp. MOX MOX, AMB
Fortaleza infiltrada flGor positiva
25 31/M NI 3 dias Dor, BAV Conjuntiva hiperemiada, lesdo Aspergillus sp. MOX MOX, AMB, CTZ
Fortaleza fluor positiva, hipopio
26 49/F NI NI Dor, BAV, Conjuntiva hiperemiada, lesdo Aspergillus sp. MOX MOX, AMB
Fortaleza irritacéo fldor positiva
Pds- cirlrgico de Re-TX S . .
27/ 44/M cormea NI Dor, BAV Conjuntiva hiperemiada, cornea E. falciforme AMB AMB
4581-33 Fortaleza . opaca
Tx cornea
28 21IM de gontato, - NI Olho seco Cornea opacificada difusamente Fusarium sp. Lubrificante c1z, AMB‘.MOXI’
Fortaleza 2 tx de cdrnea prévio corticoide
53/M Dor, Conjuntiva hiperemiada, injecdo AMB, GENTA, CTZ
29 Fortaleza Trauma 7 dias desconforto, ciliar, cérnea com opacidade Fusarium sp. MOX CIP, corticéide
vermelhidao paracentral fltor positiva TX, Re-TX
30/ 39/M Trauma 3 dias Dor, BAV Conjuntiva hiperemiada, injegdo ¢ o o5 asticum MOX, TOB AMB, CIPRO, CTZ
4580-31 Fortalaza vermelhiddo ciliar, leséo fltor postiva
55/M Dor, secrecdo e Conjuntiva hiperemiada, cornea MOX, VAN, AMI, AMB, MOX, FLU,
31 NI 7 dias ! P Fusarium sp. corticoide CTZ, corticoide
Fortaleza ardor com leséo flUor positiva

TX, Re-TX

38
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32/ 59/F Enfisema Pulmonar e . Dor, fotofobia, Conjuntiva hiperemiada, cérnea . AMB
4582-41 Fortaleza HAS 3 dias vermelhidao com Ulcera fluor positiva F. keratoplasticum GEN, VAN TX
33/ 51/M Trauma 4 dias Desconforto Conjuntiva hlpergml_ad_a » COMea F. fujikuroi senso lato AMI, VAN AMB, NAT
4569-42 Pentecoste opaca com lesdo infiltrada
55/M . . L, . . TOB, MOX, AMB, AMB, CTZ
34 Fortaleza Trauma NI Dor e hiperemia Hipopio, edema de cornea Fusarium sp. AMI. VAN X
44/M . s Conjuntiva hiperemiada, cérnea .
35 Maracanati TX de cérnea prévio NI Dor com lesio extensa, hipopio Fusarium sp. AMB AMB, NAT, FLU
36/ 44/F Cirurgia ocular prévia, ~ R . . L
4570-46 Fortaleza asma NI BAV Reacdo de cAmara anterior F. solani senso lato AMB, corticoide NI
Conjuntiva hiperemiada, cérnea MOX, VAN, AMI, MOX, AMB,
31/ 42IM NI 7 dias Dor, BAV com edema difuso, lesdo central F. falciforme. AMB, TOB corticoide
4572-54 Fortaleza vermelhidao , -
fluor positiva X Re-TX
28/F Edema palpebral, lesdo CTZ, NAT, CEFT,
38 Fortaleza NI 60 dias Dor, inchaco paracentraol fldor positiva cornea Fusarium sp. AMOX, VANCO, AMB
opaca com lesdes com melting corticOide
39/ 30/F P6s- cirtrgico de TX 3 dias ;L%%rsglr?é conjuntiva calma, caf, leséo fldor E. fuiikuroi senso lato MOX AMB, MOX, FLU,
4573-55 Fortaleza cornea ocular positiva -4 CTZ, corticoide
Conjuntiva hiperemiada, injecéo
40/ 28/M Trauma 20 dias D_or, BAV’ ciliar, leséo fltor positiva F. dimerum senso lato AMB AMB
4575-57 Fortaleza lacrimejamento
paracentral
Dor, BAV L . . N
41/ 73/IM L Conjuntiva hiperemiada, leséo . MOX, AMB, CTZ
4571-53 Pereiro NI NI hgiﬁ?; € infiltrada, hipdpio F. suttonianum MOX, AMB, CTZ X
59/M Conjuntiva hiperemiada, cérnea TOB, MOX, AMB
42 Aqui NI 6 dias Dor opaca com lesdo infiltrada central Fusarium sp. TOB, MOX, AMB CIP, CTZ, GENTA
quiraz ~ - o
e lesOes satélites, hipopio TX
43/ 48/F Trauma, HAS, DM, 7 dias Dor Conjuntiva hiperemiada, leséo Fusarium s AMI, VAN, AMB, AMB, MOX,
4574-56 Fortaleza Artrose infiltrada, P MOX GENTA, VAN
Conjuntiva hiperemiada, cérnea
44/ 38/F . Dor, BAV, X e S . VAN, GEN, CTZ
4585-100 Fortaleza NI 5 dias fotofobia com les&o fllor-positiva Fusarium sp. AMB
paracentral
Conjuntiva hiperemiada difusa,
45/ 49/M . cérnea com lesdo acometendo .
4559-61 Fortaleza DM 3 dias Dor, BAV eixo visual, flor-positiva, Fusarium sp. TOB, MOX NI
hipépio
46/ 55/M . x Conjuntiva hiperemiada, cornea . TOB, MOX, AMB,
4571-61 Baturité HAS 30 dias Dor, secregdo com lesdo fllor-positiva Fusarium sp. VAN AMB
35/M Dor. BAV Conjuntiva hiperemiada, Ulcera
47 . Trauma com vegetal 60 dias o paracentral e central, infiltrado Fusarium sp. MOXI, CTZ, NAT MOXI, CTZ, NAT
Aquiraz vermelhidao

estromal
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48/ 54/M . . Conjuntiva hiperemiada, cérnea . MOX.' N.AT’
Exérese calésio 30 dias Dor . R F. falciforme CIP, CTZ, NAT corticoide
4584-64 Pentecoste com Ulcera extensa, hipdpio X
49 53/M Trauma 20 dias Dor, BAV Conjuntiva hlp(j,remlada, cornea Fusarium sp. MOX, AMB AMB, CEFT, VAN
Mombaca opaca com lesdes com melting
50 87TM Trauma 30 dias Dor Conjuntiva hiperemiada, cornea Fusarium sp. AMB, GEN, VAN AMB
Maracanau com lesdo central, infiltrada

Legenda: AMB — Anfotericina B; AMI — Amicacina; AMOX — Amoxicilina; BAV — Baixa acuidade visual; CA — Camera anterior; CAF — Camera anterior formada; CEFT — Ceftazidima; CIP
— Ciprofloxacino; CTZ — Cetoconazol; DM — Diabetes mellitus; DOX — Doxiciclina; F — Feminino; FLU — Fluconazol; GAT — Gatifloxacino; GEN — Gentamicina; HAS — Hipertensdo arterial;
IC — Infiltrado corneano; M — Masculino; MOX — Moxifloxacino; NAT — Natamicina; NI — N&o informado; ReTX — Retransplante; TOB — Tobramicina; TX — Transplante; VAN — Vancomicina.
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6.5 Identificacdo molecular e anélise genotipica

Dentre os isolados testados 27 foram identificados molecularmente através da analise
filogenética (figura 10A). Quatorze isolados foram identificados como membros do FSSC,
sendo as especies F. falciforme (n=7), F. suttonianum (n=2), F. keratoplasticum (n=5), seis do
FFSC, e 7 do FDSC. Alguns espécimes formaram clados independentes ndo relacionados as
cepas-tipo, e foram tradadas como: Fusarium fujikuroi senso lato (n=6), Fusarium solani senso
lato e Fusarium dimerum senso lato (n=7).

A rede de haplotipos construida demonstrou 10 haplétipos diferentes, sendo 6 em FSSC,
3 em FDSC e 1 em FFSC. Estes dados demonstram que F. dimerum s.l. foram representados
por pelo menos duas espécies filogenéticas diferentes, uma contendo a maior parte dos isolados
nos haplétipos H1 e H2, e H6 formado pelo isolado 20 (Figura 10B).
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Figura 11 - Reconstrucdo filogenética e rede de haplétipos baseados nos genes rpb2 e
tefla dos Fusarium do estudo.
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Os isolados foram sequenciados para as sequéncias parciais dos genes rpb2 e tefla. A) As sequéncias obtidas
foram alinhadas e concatenadas para reconstrucao filogenética incluindo cepas-tipo de cada complexo de espécie
identificado. Cepas-tipo estdo em negrito, enquanto as amostras deste estudo estdo acompanhadas de um retangulo
amarelo. |Espécies de interesse clinico com retdngulo vermelho, e espécies de interesse ambiental ou
fitopatogénicos estdo marcadas com retangulos verdes. Os valores de bootstrap representam valores obtidos para
os métodos maxima verossimilhanga, Neighbor-joining e maxima parciménia, respectivamente. B) a rede de

haplétipo revelou 10 haplotipos diferentes, sendo H1, H2 e H6 em FDSC, H4, H5, H7, H8, H9, H10 em FSSC e
H3 em FFSC.



43

Todos os isolados de FFSC se mostraram clonais formando um dnico haplétipo H3,
enquanto em FSSC, F. falciforme foi representado por H7 e H5, F. keratoplasticum por H9, F.
suttonianum por H4 e H10, e F. solani s.l. pelo haplétipo H8. A tabela 10 traz detalhes da

composicao amostral da rede de haplotipos.

Tabela 9 — Composigdo amostral da rede de hapldtipos gerada a partir da analise das sequéncias
parciais concatenadas dos genes rpb2 e tefla dos isolados de Fusarium

Haplétipo Complexo de espécie  Identificagdo molecular Composicdo amostral AFLP

H1 FDSC F.dimerumsenso lato 2,9 G7
H2 FDSC F. dimerum senso lato 57, 27, 56, 4 G7
H3 FFSC F. fujikuroi senso lato 61, 18, 24,42,55,18 G8
H4 FSSC F. suttonianum 13 -

H5 FSSC F. falciforme 17, 33,54 G2
H6 FSSC F.dimerumsenso lato 20 G6
H7 FSSC F. falciforme 28, 100, 64, 29 G3
H8 FSSC F. solani senso lato 46 Gl
H9 FSSC F. keratoplasticum 61(2)*, 30, 31, 41 G5
H10 FSSC F. suttonianum 53 -

Devido a identificacdo molecular e a rede de haplotipo ter sido gerada a partir de dois
genes, como definido para identificagdo molecular de Fusarium (Leslie et al, 2003). Os
complexos clonais foram testados pelo sistema de genotipagem baseado em AFLP, o qual é
capaz de rastrear variacGes genéticas em termos genémicos (Figura 11).

A andlise por AFLP corroborou o perfil clonal de membros do FDSC e FFSC, assim
como demonstrou os gendtipos associados as espécies identificadas em FSSC. A rede de
extensdo minima reconstitui uma rede com comprimento de 1.356, mantendo homogeneidade
dos grupos clonais em FDSC e FFSC, bem como de FSSC (Figura 12).
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0 baseado em AFLP dos isolados de Fusarium.
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O 05 - 4559 Fusarium sp.

[ 42 - 4569 Fusarium sp.

O 18 - 4564 Fusarium sp.

[ 24 - 4566 Fusarium sp.

[ 55 - 4573 Fusarium sp.

[ 4368 Fusarium sp.

[ 4526 Fusarium proliferatum
O 4530 Fusarium proliferatum
I 4517 Fusarium sp.

[0 4370 Fusarium sacchari

[0 4132 Fusarium curvatum

[0 4364 Fusarium nirenberiae
[] 4415 Fusarium veterinarium
[ 4359 Fusarium callistephi

[ 4098 Fusarium verticillioides
O 4131 Fusarium verticillioides
[ 4350 Fusarium annulatum

O 4351 Fusarium annulatum

[ 4188 Fusarium sp.

[ 4407 Fusarium sp.

[ 4380 Fusarium sp.

[ 02 - 4557 Fusarium sp.

(] 04 - 4558 Fusarium sp.
[109 - 4560 Fusarium sp.
156 - 4574 Fusarium sp.

[ 57 - 4575 Fusarium sp.

[ 75 - 4571 Fusarium sp.
14208 Fusarium sp.

[ 20 - 4565 Fusarium sp.
14479 Fusarium sp.

[] 4480 Fusarium sp.

[] 4138 Fusarium dephinoides
] 4385 Fusarium dephinoides
[] 4100 Fusarium dephinoides
] 4140 Fusarium dephinoides
14101 Fusarium dephinoides
] 4099 Fusarium sp.

14206 Fusarium sp.

[0 4002 Fusarium keratoplasticum
[0 4063 Fusarium keratoplasticum
[0 61 - 4576 Fusarium keratoplasticum G5
O 4175 Fusarium crassum

[ 4209 Fusarium parceramosum
] 4218 Fusarium parceramosum
[ 4362 Fusarium lichenicola

[ 4149 Fusarium petroliphilum
O 4158 Fusarium petroliphifum
[ 16 - 4562 Fusarium sultonianum
[ 28 - 4567 Fusarium falciforme
[ 17 - 4563 Fusarium falciforme
[ 54 - 4572 Fusarium falciforme
[ 4121 Fusarium falciforme

[ 4405 Fusarium falciforme

[ 4016 Fusarium falciforme

[ 4155 Fusarium falciforme

@ 4073 Fusarium solani

[ 4074 Fusarium solani

[ 46 - 4570 Fusarium sp.

[ 4125 Fusarium bosirycoides
[ 4176 Fusarium bostrycoides
O 4395 Fusarium spathulatum
[ 4561 Fusarium sp.

[ 4568 Fusarium sp.

[ 4513 Fusarium bostrycoides
[0 4518 Fusarium bostrycoides
O 4108 Fusarium waltergamsii

G8

G7

G6

G4
G3

G1
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Dendrograma construido através do método UPGMA demonstrou alto valor cofenético (>54-100 — circulos). Seta
amarela demonstra o cutoff para definicdo de genétipos. G1-G8 (barra da direita) define os genétipos de 1 a 8

identificados. Retangulo vermelho, FSSC. Retangulo laranja, FDSC. Retangulo azul, FFSC. Retangulo rosa,
FOSC.

Figura 13 — Rede de extensdo minima baseado em AFLP dos isolados de Fusarium.
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Estes resultados corroboram a hipotese da circulacao de cepas clonais de Fusarium dos
complexos de espécies fujikuroi e dimerum, enquanto que revela um perfil semelhante ao

relatado por outros estudos para o complexo de espécies F. solani, com ampla variacdo de
espécies.

6.6 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
Neste estudo, um total de 28 isolados de Fusarium spp. foram selecionados para

determinar a Concentracdo Inibitéria Minima de drogas antifingicas utilizadas na pratica

clinica em casos de ceratite fungica. Dentre estes, 12 cepas de Fusarium sp, 10 isolados
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pertencentes do FSSC, 3 isolados do FFSC e 3 isolados do FDSC foram testados. Os valores
de MICs sdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 100 - Concentracéo inibitéria minima (pug/ml) dos antifingicos testados frente a
isolados clinicos de Fusarium e Complexos de Espécies (n=28).

MIC de 12 Fusarium sp.

0,015 003 006 0125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >128
Anfotericina Bt 1 5 3 2 1
Natamicinat 1 2 2 1 4 1 1
Voriconazol? 5 2 2 3
MIC de 10 isolados FSSC
Antiflngico
0,015 003 006 0125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >128
Anfotericina B! 3 2 2 1 2
Natamicinat 1 6 3
Voriconazol? 1 3 4 2
MIC de 3 isolados FFSC
Antifangico
0,015 003 006 0125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >128
Anfotericina B! 3
Natamicinat 2 1
\Voriconazol? 1 1 1
_ _ MIC de 3 isolados FDSC
Antiflngico
0,015 003 006 0125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 >128
Anfotericina B! 3
Natamicinat 2 1
Voriconazol? 3

1 menor concentragdo capaz de inibir o crescimento fngico completamente. 2 menor concentragdo capaz de
inibir o crescimento fangico em 50%, quando comparado com controle livre de droga.

Os testes de sensibilidade aos antifungicos realizados com os isolados de Fusarium
spp. (n=12) mostrou valores baixos de MIC para AMB e VRZ. No entanto, NAT apresentou
MICs mais elevados frente as cepas testadas, com a maioria dos isolados com MIC de 16 pg/ml,
além de uma cepa que apresentou MIC >128 ug/ml. Para os isolados identificados como
pertencentes do complexo de espécies F. solani (FSSC), também foi observado MIC mais baixo
para anfotericina B e voriconazol. Dentre as 10 cepas de FSSC testadas o0 MIC de NAT foi de
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16 pg/ml a 2 pg/ml. Todas as 3 cepas do do complexo de espécies F. fujikuroi (FFSC)
apresentaram MIC de 1 pg/ml para AMB. Para NAT, duas cepas apresentaram MIC de 4 pg/ml
e uma de 16 Opg/ml. J& para VRZ, os valores variaram de 0,125 pg/ml a 2 pg/ml. As 3 cepas
do complexo de espécies F. dimerum (FDSC) mostraram os mesmos valores de MIC para AMB

e VRZ de 0,25 pg/ml e para NAT os valores de 1 pg/ml e 2 pg/ml.
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7. DISCUSSAO

As publicagbes sobre ceratite flngica descritas no Brasil, apresentam diferencas
metodolodgicas e grande variacdo em relacdo a quantidade de amostras. Verificamos ainda que
no Brasil, devido as suas dimensdes continentais, torna-se importante a analise da frequéncia
da CF influenciada por variagdes climaticas, geogréficas e de populacdo. O consenso geral é
que FK € mais frequente em paises em desenvolvimento de clima tropical e subtropical em
comparacdo com paises desenvolvidos com clima frio ou temperado (KREDICS et al., 2015;
MAHMOUDI et al., 2018). Existem grandes evidéncias de que a prevaléncia de CF é altamente
favorecida em &reas com clima quente e imido e em locais onde a economia agricola € de
destaqgue (BROWN et al., 2020). Desta forma, relatamos o primeiro estudo avaliando a
etiologia, a incidéncia bem como o teste de sensibilidade e a genotipagem de CF numa regido
tropical semiarida localizada no Nordeste do Brasil.

Conseguimos obter uma amostragem de 222 raspados de cOrnea e 4 botdes
corneanos. Destes, 64 amostras apresentaram crescimento fangico (28,32%), porém 50
pacientes se enquadraram nos critérios de inclusdo do estudo. Uma taxa relativamente alta
guando comparada com um estudo retrospectivo realizado por Carrielo e colaboradores (2011)
durante o periodo de 1975 a 2007 no Sudeste do Brasil, o qual de 3.309 culturas positivas, 364
(5.3%) apresentaram crescimento fangico. Apesar disso, alguns fatores ainda podem ter
influenciado nos resultados do método de cultura para fungos, como o tratamento empirico com
antibidticos topicos, uso de anestésicos topicos com potenciais efeitos antimicrobianos, pouca
quantidade de espécimes disponiveis para cultura e natureza refrataria dos fungos (FONG et
al., 2004; KREDICS el al., 2015; MAHMOUDI et al., 2018; AHMADIKIA et al., 2021). Além
disso, todas as amostras do estudo foram colhidas ap6s algum tratamento, de forma que € de
fator importante a colheita do espécime clinico antes de qualquer abordagem medicamentosa.

No que diz respeito aos dados demograficos dos casos, a maior incidéncia de CF
ocorreu em pacientes do sexo masculino (74,0%). Este achado corrobora com estudos
epidemioldgicos realizados no sudeste brasileiro (IBRAHIM et al., 2011; GENARO et al.,
2011; NUKKER et al., 2012) além de entrar em concordancia com o cenario epidemioldgico
global de CF (HOFFMAN et al., 2021). Gonzéalez et al. (1996) e Srinivasan et al.(1997)
relataram a proporgdo de homens para mulheres com ulcera de cornea como 1,6 para 1. Isto é
provavelmente devido ao fato de homens, especialmente em idade ativa, estarem mais
envolvidos em atividades ao ar livre, com uma maior exposi¢ao a corpos estranhos e traumas.

Em nosso estudo a idade média dos pacientes € de 44,7 anos.
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Em relacéo as comorbidades relatadas como fatores de risco em pacientes com CF,
hipertensdo (12,0%) e diabetes (10,0%) foram significativamente associados a ocorréncia da
doenca da mesma forma que um estudo recentemente realizado na india (TAWDE et al., 2022)
teve um resultado semelhante com diabetes (13,6%) e hipertensdo (8,6%) de 337 casos
diagnosticados. Além disso, o valor obtido pode néo ser real, devido ao elevado numero de
pacientes que ndo revelaram nenhuma informacdo (36,0%). Bharathi et al. (2007) mostraram
que o diabetes é a principal doenga sisttmica doenca associada a infec¢des fangicas. Em um
estudo de Dan et al.(2018), descobriu-se que o diabetes aumenta a gravidade da ceratite,
retardando reepitelizacdo da cornea. A debilitada resposta imune juntamente com o féacil
estabelecimento de patégenos e retardo a cicatrizagdo epitelial pode contribuir para a
eliminacdo ineficaz de fungos patogénicos que causam FK em pacientes com diabetes
(TAWDE et al., 2022).

Em 2005/2006 houve um interesse renovado e um foco em pesquisas sobre
epidemiologia, diagnostico, classificacdo e tratamento de ceratites flngicas devido a um surto
global de ceratites por Fusarium spp. associadas ao uso de lentes de contato e solucfes de
limpeza para lentes de contato (BULLOCK, 2016). Diferentemente de outros estudos realizados
fora do Brasil, (GOWER et al., 2010, KEAY et al., 2011; ONG et al., 2016; HOFFMAN et al.,
2021) observamos uma baixa incidéncia de uso de lentes de contato (2,0%). Apenas um
paciente relatou o uso de lentes de contato como fator de risco, 0 que condiz com o baixa
incidéncia de uso de lentes de contato dentro do cenario brasileiro (PASSOS et al., 2010;
FURLANETTO etal., 2010; S IBRAHIM et al., 2011; OECHSLER et al., 2013). Tal fato pode
ser explicado pelo baixo nivel socioeconémico dos pacientes atendidos nestes dois hospitais
além de ser mais observado em pacientes de regides temperadas e industrializadas (HOFFMAN
etal., 2021).

A literatura evidencia o trauma ocular corneano como o principal fator
predisponente para CF, com incidéncia de colonizagéo por fungos filamentosos, em decorréncia
da sua ampla distribuicdo. (TANURE et al., 2000; SALERA et al., 2002; HOFLING-LIMA et
al., 2005; IBRAHIM et al., 2008). No estudo atual, 36,0% dos pacientes tinham historia de
trauma ocular. A maioria dos pacientes relatou um inicio insidioso de sintomas sem recordar
uma histdria de trauma. Essa proporcao relativamente baixa de pacientes com uma historia
definida de trauma contrasta com o quadro epidemiolégico mundial analisado por Ahmadikia
et al. (2021) em uma meta-analise sobre distribuicdo, prevaléncia e agentes causadores de
ceratite fungica. 1sso pode ser explicado pela maioria da populagdo do estudo residir em regido

urbana localizada na capital do Estado do Ceara (60,0%).
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As cirurgias oculares sdo consideradas fatores predisponentes ao desenvolvimento
da CF, ocasionando perda da integridade da superficie ocular, predispondo a infeccdo nesta
regido (VIEIRA, 1997; HOFLING-LIMA et al., 2005), figurando na casuistica um indice de
12,0% no processo infeccioso pos-cirdrgico dos pacientes.

Foram observados procedimentos de intervencdo mais drasticos como ceratoplastia
e evisceracdo do olho. Essas medidas foram adotadas devido a gravidade do quadro infeccioso
e comprometimento das estruturas oculares. Quase metade dos pacientes do estudo (48,0%)
realizaram o procedimento de ceratoplastia. Um paciente precisou realizar a evisceracdo apos
a realizacdo de dois transplantes de cdrnea ao longo de 4 meses, a partir do inicio dos sintomas.
Além disso, a taxa de CF em pacientes pos-ceratoplastia foi de 5,0%, 0 que corrobora com a
literatura, que afirma que apds cirurgia de transplante de cornea, a presenca de grandes
infiltrados pode evoluir para quadros mais graves como endoftalmite, necessidade de novo
transplante de cdrnea e evisceracao do olho (JOIN; MUTHY; MOTUKUPALLY, 2017)

No presente estudo, o principal género fangico identificado foi Fusarium sp. (84%)
0 que corrobora com a literatura que afirma este fungo como o principal agente etioldgico da
ceratite fingica na maior parte dos estudos a nivel mundial, especialmente nas regides tropicais
(MANIKANDAN et al., 2019; HOFFMAN et al., 2021). Em estudos realizados em outras
regides do Brasil, também ha o predominio de Fusarium sp. nos casos de CF (PASSOS et al.,
2010; FURLANETTO et al., 2010; S IBRAHIM et al., 2011; OECHSLER et al., 2013).
Aspergillus spp. é o segundo organismo causador mais frequentemente relatados de ceratite
fangica globalmente (AL-HATMI et al., 2019); também foi o segundo género mais isolado
(8%) dentre as culturas fingicas positivas de nosso estudo.

Dos 42 isolados de Fusarium sp., 32 cepas foram selecionadas para a realizagéo de
identificacdo molecular no Laboratorio de Patdgenos Emergentes, na UNIFESP. Foi realizada
uma selecdo baseada na textura, relevo, producéo de pigmento, formacéo de esporodoquio das
coldnias para o envio dos isolados fungicos. Devido a alguns fatores como eventuais
contaminacgdes das culturas, pouco crescimento fangico ou presenca de colbnia mista nas
semeaduras, um total de 27 cepas foram sequenciadas para as sequéncias parciais dos genes
rpb2 e tefia.

As sequéncias tefl-o e rpb2 sozinhas ndo foram suficientes para identificar a nivel
de espécie 14 dos 27 isolados de Fusarium. Atualmente, o esquema de identificacdo
recomendado ¢é baseado no sequenciamento de 3 genes: efla (fator de alongamento de traducédo
1 alfa), rpb1 (maior subunidade de polimerase de RNA) e rpb2 (segunda maior subunidade de

RNA polimerase) que identificam no nivel de espécie ou préximo a ele em todas as espécies de
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Fusarium (O’ DONNEL et al., 2022). Porém, na pratica laboratorial diaria, este esquema pode
ser trabalhoso além de oneroso (O’ DONNEL et al., 2010).

No presente estudo, o principal complexo de espécie identificado genotipicamente
foi 0 FSSC, em 51,85% dos pacientes. Em um estudo realizado com 41 isolados fungicos no
sudeste do pais, (OECHSLER et al.,2013) também houve predominancia deste complexo de
espécies. Neste mesmo estudo apenas um isolado foi identificado como espécie do FDSC, em
contrapartida, em nosso trabalho, nos chamou atencdo o expressivo nimero de cepas
identificadas dentro do complexo de espécies Fusarium dimerum.

Fusarium dimerum é considerado um fungo do solo, porém, também foi
encontrado em uma variedade de substratos de plantas em decomposic¢do. Foi originalmente
isolado na Italia a partir da casca de limao (VISMER, et al., 2016), e existem alguns relatos na
literatura na Europa, Asia, Australia, Central e América do Sul (GUGNANI et al., 1978;
DOMSCH et al., OECHSLER et al.,2013; VISMER, et al., 2016). E, portanto, de interesse
clinico e epidemioldgico que este fungo foi identificado em 7 amostras de 27 analisadas
aleatoriamente, evidenciando sua tendéncia a ter ampla incidéncia no Estado do Ceara.

Os testes de sensibilidade antifingica tém um valor muito significativo em termos
de uma gestdo bem-sucedida em pacientes com ceratite fngica. No entanto, a disponibilidade
limitada de agentes antifungicos, especialmente sob a forma de gotas para os olhos, torna a
terapia mais complicada (BHARATHI et al., 2002; MANIKANDAN et al., 2019). Além do
mais, no Ceara o voriconazol ndo é utilizado ativamente na pratica clinica e a Natamicina muitas
vezes é solicitada de outros estados, principalmente da regido Sudeste do pais.

Dadas as variacfes nos padrdes de suscetibilidade aos antifungicos de diferentes
géneros fungicos e até mesmo diferentes espécies pertencentes ao mesmo género, identificacdo
definitiva da etiologia para a nivel de espécie é recomendado (KREDICS et al., 2015; GARG
etal., 2016; BOURCIER et al., 2017; MAHMOUDI et al., 2018).

As sensibilidades antifngicas dos isolados foram analisadas e os resultados foram
comparados aos relatados na literatura atual. No presente estudo, todos os isolados de FSSC
foram inibidos por CIM < 4 pg/ml de AMB e VRZ. NAT apresentou MIC mais elevado para
todos os grupos de Fusarium estudado. Porém, Xie et al. (2008) afirmaram que 94,2% e 91,3%
dos membros do FSSC eram suscetiveis a NAT. Lalitha et al. (2007) também relataram boa
atividade de NAT contra Fusarium. No entanto, no presente estudo, 71,43% de todos 0s
isolados testados foram suscetiveis & concentracdo de NAT entre as concentragdes 4 pug/ml e

16 ug/ml. A discrepancia entre as altas MICs in vitro e o sucesso clinico pode ser explicada
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pela penetracdo efetiva do antifingico na cornea e a resultante maior concentracdo local em
comparacdo com muitas outras drogas (HASSAN et al., 2016).

Devido ao pequeno tamanho da amostra e alta variabilidade de dados do MIC néo
foi possivel fazer uma declaracao global sobre o perfil de suscetibilidade das trés espécies de
FDSC. No entanto, AMB e VRZ apresentou MIC de 0,25 pg/ml, enquanto que NAT possuiu
os maiores valores. Da mesma forma os FFSC, das trés espécies analisadas, houve variabilidade
nos MIC’s para NAT e VRZ, enquanto que para AMB, todas as cepas obtiveram o CIM de 1
pg/ml.

Em nosso estudo, 9 dos 28 isolados tiveram o crescimento inibido em 0,25 pg/ml
para AMB; 10 apresentaram MIC 4 pg/ml e 0,25 para NAT e VRZ, respectivamente. No
entanto, a aplicacdo de drogas e sua penetracdo na area afetada devem ser levadas em
consideracao.

Estudos anteriores demonstraram que os MICs mais baixos estdo correlacionados
com melhores resultados a medida que a reepitelizacdo ocorre mais rapida para esses casos
(O'DONNELL et al., 2007; OECHSLER et al., 2009). De acordo com Oechsler et al. (2013),
isolados que apresentam MIC’s elevados sdo mais dificeis de tratar e demoram mais tempo a
responder a terapia. A baixa penetracdo dos agentes antifungicos no estroma da coOrnea é
também um fator limitante para a debelar mais rapidamente a infeccdo. (OECHSLER et al.,
2013)

Nosso estudo teve algumas limitacGes. Devido ao curto prazo de tempo, o teste de
sensibilidade foi realizado ao mesmo tempo que a identificacdo molecular, ndo nos permitindo
selecionar os isolados em maior quantidade e melhor distribuicdo dentro dos complexos de
espécies. Além disso, foi necessario a repeticdo de alguns experimentos devido a elevada
contaminacdo nas culturas de Fusarium. Outro ponto foi o custo elevado da aplicacéo da analise

molecular, um fator que limitou a quantidade de isolados que tiveram genotipagem realizada.
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8. CONCLUSAO

-Os fatores associados a ocorréncia de ceratite fangica foram: pacientes do sexo

masculino e pacientes que sofreram algum trauma ocular.

-As principais queixas relatadas pelos pacientes com ceratite foram dor e baixa acuidade
visual, o que resultou em utilizacdo de medicamentos antes da coleta de exames

microbiologicos, devido a sintomatologia severa.

- Quase metade dos pacientes diagnosticado com ceratite fungica realizou transplante

de cornea, muitos deles chegou a realizar o procedimento mais de uma vez.

-Ocorreu o predominio de isolamento de fungos filamentosos, com destaque para

Fusarium, principalmente o complexo de espécies F.solani.

- As sequéncias tefl-a e rpb2 sozinhas ndo foram suficientes para identificar a nivel de

espécie todas as cepas de Fusarium.

-Foi demostrado diferencas importantes nos perfis de susceptibilidade antifungica e

sugere diferencas interespécies nos mecanismos de viruléncia ainda a serem explorados.
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Anexo |

QUESTIONARIO

1. IDENTIFICACAO

Ficha:

Local:

Data: Prontuério:
Profisséo: Estado Civil:
Sexo: Naturalidade:

2. HISTORIA CLINICA
Inicio da doenca: ( ) 5dias ( )10 dias ( )15dias ( ) ~1mé

3. TRATAMENTOS PREVIOS:
( ) Antibioticos () Antifangico ( ) Corticoides

Topicos: _
() Quais:
( ) Traumatismo ocular  ( )HIV
o ( ) Diabetes Mellitus ( ) Doenca auto-imune
Condigdes _ y
) ( ) Lentes de contato ( ) Hipertensdo
predisponentes: ) o
( ) Ceratoplastia ( ) Triquiase
( ) Lagoftalmo ( )Outros:
Dados clinicos:
() Olho Vermelho o ) )
(' )Dor nos olhos ( ) Episédio anterior de ceratite

() Sensacéo de corpo o )
(' )Sensibilidade a luz (fotofobia) () Necrose

estranho
) (' )Olhos lacrimejantes () Dor
(“sensacéo de areia nos o ) o
( ) Deficiéncia de visdo ( )Hipopio
olhos”)
() Outros:
4,FORMA CLINICA:
( ) Inflamagéo ( ) Ulcera
5.EXAMES LABORATORIAIS
() Pesquisa de fungos ( ) Bacterioscopia

() Cultura para fungos () Cultura para bactérias



https://www.saudebemestar.pt/pt/clinica/oftalmologia/olhos-vermelhos/
https://www.saudebemestar.pt/pt/clinica/oftalmologia/ardencia-nos-olhos/
https://www.saudebemestar.pt/pt/clinica/oftalmologia/ardencia-nos-olhos/
https://www.saudebemestar.pt/pt/clinica/oftalmologia/dor-nos-olhos/
https://www.saudebemestar.pt/pt/clinica/oftalmologia/fotofobia/
https://www.saudebemestar.pt/pt/clinica/oftalmologia/olhos-lacrimejando/
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Objetivo da Pesquisa:

Geral: Caracterizar o perfil clinico, epidemiclégico e laboratorial de pacientes com ceratite fingica no Estado
do Ceara.

Especificos:

1. Determinar as frequéncias dos principais marcadores clinicos e epidemioldgicos dos pacientes com
ceratite fingica no periodo estudado.

2. Isolar fungos de amostras clinicas obtidas de ceratites de pacientes atendidos em unidades hospitalares
de oftalmologia em Fortaleza;

3. Analisar fenotipicamente, pela macro e micromorfologia, os isolados fungicos;

4. Identificar os agentes por meio de andlise protedmica;
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0= possiveis riscos ou desconfortos no momento da coleta estdo descritos no TCLE.

Beneficios: Os dados catalogados senvirdo como um estudo epidemioldgico das ceratites flingica no Estado
do Ceard. Pacientes que estiverem portando ceratites terdo o diagndstico laboratorial.

Comentarios @ Consideragies sobre a Pesquisa:

Eera realizado um estude spidemiclégico no pericdo de cutubro de 2019 a julhe de 2022, com carater
observacional descritivo e experimental dos casos de dicera de comea. A pesquisa contemplard um eixo
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Laboratdrio Emilio Ribas Medicina Diagndstica (ERMD, no Hospital Oftalmoclinica 13 de Maio & no Hospital
de Olhos Leira de Andrade. As amostras coletadas durante o estudo prospective nas unidades hospitalares
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material, os swabs serdo introduzidos nos tubos contendo os meios de culiura e deixados a4 temperatura
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chegar ao laboratdrio, as ldminas serdo coradas pelo método de Gram e hidrdxido de sddio e observadas ao
microscopio Sptico. Os meios de cultura com material clinico coletados serfo incubados a 30°C por até 6
semanas e sera feito a leitura didria para verificar crescimento. A cultura serd considerada positiva gquando
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no meio em pelo menos um meio de cultura. Serdo realizadas ldentificacdo Protedmica e Teste de
sensibilidade a antifingicos.
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ANEXO 11
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO(TCLE)

Vocé estd sendo convidada pela aluna Edlany Pinho Romédo Milanez como
participante da pesquisa intitulada “ESTUDO CLINICO-EPIDEMIOLOGICO E
LABORATORIAL DAS CERATITES POR FUNGOS NO ESTADO DO CEARA”. Vocé
ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informacdes abaixo e faca
qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam
esclarecidos.

A sua participagdo envolve o fornecimento de uma amostra da sua cdrnea (a parte da
frente do seu olho) que seré coletada pelo seu médico oftalmologista. Para tanto, ele usara um
cotonete com cabo longo chamado “swab” que possui uma ponta arredondada com textura
macia. O médico tocara levemente a sua cornea com a ponta deste cotonete. Neste momento,
voceé pode sentir desconforto no local, vontade de cogar o olho ou ardor em todo o olho. Todas
essas sensagdes sdo temporarias e devem desaparecer em alguns minutos apos o exame. O
procedimento sera realizado de forma a evitar a entrada de micrdébios no seu olho, pois todos
0s instrumentos sdo estéreis (ndo possuem nenhum microbio vivo). Apds a realizacdo deste
exame, 0 médico lhe fard uma entrevista com perguntas de um questionario e anotara todas as
suas respostas. O objetivo desta pesquisa € conhecer os microrganismos que podem estar
causando a sua doenca. Informo que ndo havera pagamentos, entrega de brindes ou vantagens
financeiras para nenhum participante desta pesquisa.

Os beneficios desta pesquisa: a sua participacdo podera contribuir para a geracdo de
dados que, no futuro, auxiliardo os médicos na descoberta de novas formas de tratar a Glcera de
cornea. Além disso o seu médico recebera o resultado do exame realizado para auxilia-lo no
tratamento. Sua privacidade sera respeitada ao longo desta pesquisa. VVocé pode se recusar a
participar do estudo, ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem justificativa e sem
prejuizo ao seu atendimento.

As informagdes conseguidas por meio da sua participagéo ndo permitirdo a identificacdo
da sua pessoa, exceto aos responsaveis pela pesquisa, e a divulgacdo das informacGes
mencionadas so sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto.

Dados do responsavel pela pesquisa:

Edlany Pinho Roméo Milanez

Bidloga - CRBio: 99.341/05-D
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Endereco: Universidade Federal do Ceard, Faculdade de Medicina, Bloco da
Biomedicina, Laboratdrio de Micologia. Rua Coronel Nunes de Melo, 1315, Bairro: Rodolfo
Teofilo, Fortaleza-Ceara, CEP: 60.430-270. Telefone para contato: (85) 987638799

ATENCAO: Se voce tiver alguma consideracdo ou ddvida, sobre a sua participacio na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ. Rua
Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Teofilo, fone: 3366-8344/46. (Horario: 08:00-12:00
horas de segunda a sexta-feira). O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal
do Ceara responsavel pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos eticos de todas as

pesquisas envolvendo seres humanos.

0] abaixo assinado

) anos,

RG: - , declara que é de livre e espontanea vontade que estd como

participante de uma pesquisa.

Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e
que, apos sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteudo, como
também sobre a pesquisa, e recebi explicagdes que responderam por completo minhas dividas.
E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, / /

Nome da participante da pesquisa:

Assinatura

Nome do pesquisador:

Assinatura

Nome da testemunha:

Assinatura

Nome do profissional que aplicou o TCLE:

Assinatura;




