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RESUMO

Objetivos: Determinar a micobiota de conjuntiva sadia em individuos
diabéticos, segundo tipo de diabetes, idade, sexo, tempo de doenga, tipo
detratamento e estadi o daretinopatia. Estabel ecer amicobiotaanemdfila
nas salas de colheita. M étodos: Estudo transversal de 803 diabéticos
residentesnazonaurbanade S&o Paul o - SP/Brasil. Foi usado paraprimo-
isolamento o meio decultivo &gar Sabouraud dextrose com cloranfenicol
e para identificagcdo dos fungos filamentosos a chave de De Hoog.
Resultados: Dosdiabéticosavaliados, 6,6% (53/803) apresentavam dia-
betestipo 1 e 93,4% (750/803) tipo 2. Os cultivos positivos parafungos
em conjuntiva de diabéticos foi 4,2% (34/803), sendo 1,9% (1/53) nos
diabéticostipo 1 e 4,4% (33/740) nos diabetestipo 2 (p=0,720). N&o foi
verificada associacdo estatisticamente significante quanto a presenca
ou ndo de isolamentos de fungos em relacdo idade (p=0,575), sexo
(p=0,517), tempo de doenca (p=0,633), tipo de tratamento (p=0,422) e
estadio de retinopatia diabética (p=0,655) desses individuos. Todos 0s
fungos identificados foram filamentosos: Aspergillus spp. representou
59,5% (25/42) dosisolamentos sendo 47,6% (20/42) Aspergillusniger.
Ocorreu crescimento de fungos anemdfilos do ar ambiente da sala,
observando-se coincidéncias entre as espécies isoladas no ar e na
conjuntiva. Conclusdes: Foi identificada presenca de micobiota em
conjuntiva sadia de diabéticos, ndo havendo associagdo entre a maior
positividade de isolamentos fungicos e o tipo de diabetes, idade, sexo,
tempo de doenga, tipo de tratamento e estadio da retinopatia diabética.

Nas salas de colheitafoi identificada micobiota anemdfila

Descritores: Conjuntiva/microbiologia; Fungos/isolamento & purificagao; Diabetes mellitus;
Retinopatia diabética; Contagem de coldnia microbiana; Aspergillus niger/isolation &
purification; Aspergillus/isolation & purification; Populacdo urbana

INTRODUCAO

A micobiota ocular normal engloba os fungos presentes nas pal pebras,
canais lacrimais e superficie ocular®. Para grande maioria de autores os
fungos isolados em conjuntivas sadias séo originados da biota anemdfila,
pois ndo foram detectadas evidéncias de que fungos pertencam a biota
permanente em olhos sadios, devido a ndo repeticdo dos resultados obti-
dos em cultivos seriados de conjuntiva®'®. Existe descri¢des que as mu-
dancas verificadas no niUmero e tipo das espécies integrantes da micobiota
em conjuntiva, variam segundo a estacdo do ano®'217 e uso tépico de
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corticosteréide isolado ou associado a antibidtico®4111819 A
disperséo de fungos no ar pode ser influenciada por fatores,
como: precipitagdo, umidade relativa do ar, velocidade do
vento, temperatura do ar e altitude®.

Estudos realizados em varios paises, a partir de 1935 que
investigaram a micobiota em conjuntivas sadias, apresentam
resultados que variaram de zero a84,8% de cultivos positivos. As
frequéncias de isolamentos de fungos em conjuntiva sadia, nem
sempre s80 passivels de comparacdo. Pois, 0s autores expres-
saram essa freqliéncia de diversas formas, ou sgja, as vezes
segundo niimero de individuos e em outras ocasides, segundo 0
nimero de olhos com cultivos positivos®681214151832),

O diabetes melito (DM) constitui um grupo de doencas
caracterizadas por hiperglicemiacrénica, resultante de altera-
¢Bes na producdo ou agdo da insulina e outros distdrbios no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. A hipergli-
cemia crbnica é associada a lesBes progressivas nos olhos,
rins, nervos, vasos sangiineos e coragao®d.

Os individuos diabéticos com glicemias elevadas sdo na-
turalmente expostos as infecgdes superficiais ou sistémicas
por fungos oportunistas®.

O conhecimento dos componentes da micobiota conjunti-
val orienta formulagdes das hipoteses diagnosticas nas infec-
¢Besoculares. Para se caracterizar asinfec¢es micéticas ocu-
lares, é importante a certeza da existéncia, ou ndo, de fungos,
como integrante da biotatransitoria ou permanente na conjun-
tiva’®,

Na literatura mundial pesquisada, ndo foram encontrados
estudos sobre a micobiota em conjuntiva sadia de individuos
diabéticos. O presente estudo teve como objetivos realizar
raspados em conjuntiva sadia de individuos diabéticos resi-
dentes em zona urbana da cidade de S&o Paulo, para determi-
nar a micobiota e verificar associaces da ocorréncia ou ndo
de isolamentos fungicos nesses individuos segundo tipo de
diabetes, idade, sexo, tempo de doenca, tipo de tratamento e
estadio daretinopatia diabética e estabel ecer a micobiotaane-
mofila nas salas de colheita dos raspados de conjuntiva.

METODOS

Foi realizado estudo transversal em amostrando probabilis-
tica, utilizando raspados de conjuntiva sadia de individuos
diabéticos de ambos os sexos e idade variando entre 18 e
90 anos, com diagndstico de diabetes comprovado pela histo-
ria clinica e uso de medicamentos especificos. Os pacientes
foram atendidos no Mutiréo Olho Diabético na Universidade
Federal de Séo Paulo, no periodo de junho de 2001 a margo de
2002, situadolatitudesul 23° 35’ 58", longitude oeste 46° 38’ 23"
de, altitude 779 m. Os critérios de exclusao foram presenca de
doenca ocular, uso de medicacdo tépica ou lentes de contato
nos ultimos 30 dias, ser portador de doencga que possamodificar
arespostaimune (exemplo: leucemia, linfoma, neoplasias, infec-

¢Oes virais e desnutri¢céo) e procedéncia da zonarural.
O protocolo desse estudo foi aprovado pelo Comité de
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Etica da Universidade Federal de S0 Paulo pelo processo
n° 464/01, em 29/06/2001 e obedeceu aos principios dadeclara-
¢ao de Helsique. Apds obtencdo do consentimento livre per-
mitido dos participantes, os individuos foram entrevistados e
entdo procedido a colheita das amostras de conjuntiva. O
horério de colheitafoi das8h00 as 15h00 e amédiadatempera-
turado ar variou de 17 a 24°C. A intensidade de precipitacéo
mensal variou de 29 a305 mm.

Pacientes

Os 803 diabéticos foram caracterizados segundo idade,
sexo, tipo de DM, valor dadltimaglicemiaplasméticaem jejum
(GPJ), tempo dedoenca, tipo detratamento paraDM eavaliacéo
daretinautilizando oftalmoscopiabinocular indireta. Conforme
os resultados dos mapeamentos de retina, os diabéticos foram
classificados em quatro grupos: 1) normal, 2) retinopatia ndo
proliferativa (RNP) sem maculopatia, representando a juncéo
dosindividuos com estédio leve, moderado egrave, 3) RNP com
maculopatia e 4) retinopatia proliferativa (RP)®. Nos casos
com ocorréncia de retinopatia diabética assimétrica entre 0s
olhos, foi considerado o olho com estadio mais avancado.

Técnicas microbioldgicas

Foram colhidas as amostras de conjuntiva dos pacientes
umavez acadamés.

O teste de esterilidade, por amostragem, nos lotes das
zaragatoas al ginatadas esterilizadas (BIONETE HA®, Biolog,
Séo Paulo, Brasil) foi realizado trés dias antesde cadacol heita.

Os raspados de conjuntiva foram colhidos em uma sala,
adotando determinados cuidados. limpeza do chéo e paredes
com agua e sabdo, janelas fechadas, aparelhos condicionado-
res de ar desligados e presenca somente de dois pesquisado-
res por vez na sala, usando luvas e méascara faciais. Somente
um pesquisador efetuou as colheitas.

Os participantes tiveram ambos os olhos pesquisados,
sem anestesia. As manipulacBes dos materiais e as colheitas
foram realizadas proximo a chama de lamparina. A zaragatoa
foi umedecida em solucdo salina esterilizada (Solugdo de
Cloreto de Sadio 0,9%®, Aster, Sorocaba, Brasil) e aplicada
com movimento derotagéo e em deslizamento sobre a superfi-
cie da conjuntiva tarsal e fundo de saco inferior, no sentido
naso-temporal e temporo-nasal, sem tocar em margens pal pe-
brais ou cilios. Repetiu-se amesmatécnica de colheita para o
outro olho. A semeadura foi realizada no meio de Sabouraud
dextrose agar (Agar Sabouraud Dextrose®, Oxoid, Hants, In-
glaterra) acrescido de cloranfenicol (Cloranfenicol®, Ducto,
Séo Paulo, Brasil) 200 mg.l, executando trajetéria em curva
sendide e acompanhada de movimentos de rotacdo do eixo da
zaragatoa. Foi usado uma placa de Petri de 80 mm (Placas de
Petri descartavel®, J. Prolab, Curitiba, Brasil) paracadapacien-
te, sendo que cada olho teve sua estria de semeadura identifi-
cada, em espaco imediatamente abaixo no meio de cultivo. As
placas foram armazenadas em ambiente fechado e umedecido.

A pesquisa de fungos anemdfilos na sala de col heita ocor-
reu simultaneamente com as da conjuntiva, utilizando o méto-
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do dagravidade. Consistindo em colocar uma placacom meio
de cultivo Sabouraud dextrose &gar acrescido de cloranfenicol
200 mg.I", abertaao ambiente por 30 minutos.

A leituradas placasfoi didria, iniciando-se 48 horas ap6s a
colheita, até completar 30 dias. Cultivos com crescimentos em
estria foram encaminhados para identificacdo imediata. O de-
senvolvimento de fungos e bactérias, forados locais de semea-
dura, foi considerado como contaminagdo, sendo desprezados.

As placas com amostras dos fungos anemdofilos obedece-
ram amesma sequiénciade procedi mento dos meios com amos-
tras de conjuntiva.

Paraaidentificacdo dos fungos, realizaram-se exames ma-
croscépico e microscopico das colbnias suspeitas, utilizando
lactofenol-azul de algod&o. As normatizagdes de De Hoog et
al., foram seguidas para fungos filamentosos, baseadas nas
suas caracteristicas morfol 6gicas®®. Os cultivos eram manti-
dos a temperatura ambiente. Sempre que necessario, foi feito
microcultivo nos meios de cultivo agar batata dextrose, agar
extrato de malte ou agar aveiaparamelhor observacéo e carac-
terizagdo do microrganismo.

Analise estatistica

Para determinar o tamanho da amostra desse estudo, utili-
Zou-se como preval éncia estimada de individuos com cultivos
positivos para fungos em conjuntiva sadia, os resultados
observados em estudos, que tiveram mais de 100 pessoas
avaliadas para este tipo de pesquisa, sendo determinada a
prevaléncia 11,0% (284/2579) de individuos com isolamentos
positivos®?681024-2528-29 ' margem de erro 5,0% e confiabilidade
95,0%. Considerando erro de 2,5%, o tamanho da amostra
calculado foi 602 pessoas, sendo no presente estudo realizado
com 803 individuos.

Para andlise dos dados foram usados: teste Qui-Quadrado
(x? deindependéncia, teste Exato de Fisher (quando as condi-
¢Oes para utilizagdo do X2 néo foi verificada), teste de Mann-
Whitney e o teste de comparacdo de duas proporg¢des. Sendo
também determinado Odds Ratio (OR) elnterval o de Confian-
¢a(IC) de 95,0% paraeste parémetro, considerando-sealltima
categoria como referéncia. Para se verificar o nimero de con-
cordancias entre os resultados dos mapeamentos de retina
dos diabéticos, foi obtido o escore de Kappa®). O nivel de
significancia, considerado nas decisdes dos testes estatisti-
cos foi 5,0%, sendo usado programa de computador para a
obtencdo desses cédlculos (SAS® Version 6.12, SAS Institute
Inc., Cary-NC, EUA).

RESULTADOS

A média de idade dos diabéticos foi 57,44 anos (dp 11,94
anos, idade minima-maxima 18-89 anos, coeficiente de varia-
¢ao de 20,79%), sendo 6,6% (53/803) portadoresde DM tipo 1
€93,4% (750/803) do tipo 2. A médiade idade dosindividuos
com DM tipo 1 foi 40,17 anos (dp 13,72 anos, idade minima-
maxima 18-69 anos, coeficiente de variagdo de 34,15%) e nos
diabéticostipo 2 foi 58,66 anos (dp 10,82 anos, idade minima-
maxima 18-89 anos, coeficiente de variagdo de 18,45%). A
idade dos individuos com DM tipo 2 foi mais elevada que a
dos diabéticos tipo 1, sendo verificada diferenca significante
(p<0,001).

A distribui¢do dos individuos diabéticos tipo 1 e tipo 2
segundo sexo, glicemia plasmatica em jejum (GPJ), tempo de
doenca e estadio da retinopatia diabética sdo discriminados
natabela 1. Nao se comprova associacdo significante do tipo

Tabela 1. Caracteristicas dos individuos diabéticos tipo 1 e tipo 2, segundo sexo, glicemia plasméatica em jejum, tempo de doenca e estadio
da retinopatia diabética
Diabéticos (N=803)
Variaveis Tipo 1 Tipo 2 pt OR (IC 95,0%)
N % N %
Sexo
Masculino 20 37,7 322 42,9 0,460 0,81 (0,70-2,20)
Feminino 33 62,3 428 57,1 1,00
GPJ (mg.dI?)
Boa 25 47,2 367 48,9 0,970 0,93 (0,52-1,69)
Aceitavel 6 11,3 82 10,9 1,00 (0,39-2,55)
Ruim 22 41,5 301 40,1 1,00
Tempo doenca (anos)
<5 10 18,9 308 41,1 <0,001 0,23 (0,11-0,48)
6al0 8 15,1 190 25,3 0,30 (0,14-0,67)
=11 35 66,0 252 33,6 1,00
Estadio RD
Normal 25 6,2 379 93,8 0,587 0,51 (0,26-1,01)
RNP s/maculopatia 10 583 177 94,7 0,44 (0,19-1,01)
RNP c/maculopatia 3 3,7 77 96,3 0,30 (0,08-1,08)
RP 15 11,4 117 88,6 1,00
TValor de p utilizando o teste x2; OR= odds ratio; IC= Intervalo de confianca; GPJ= Glicemia plasmatica em jejum; RD= Retinopatia diabética; RNP= Retinopatia
nao proliferativa; RP= Retinopatia proliferativa
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de DM com sexo ou glicemia plasmatica em jejum desses
individuos no momento do estudo. A porcentagem de indivi-
duos com mais de 11 anos de evolugdo da doenga foi maior
nos diabéticos tipo 1, sendo também observada maior fre-
guéncia de diabéticos tipo 2 com menos de cinco anos e com
seis a dez anos de doencga; verificando-se diferenca signifi-
cante entre os dois grupos, conforme valor de P e intervalos
para OR que excluem a unidade. N&o se evidencia diferenca
significante entre o grau de retinopatia diabética presente nos
diabéticostipo 1 etipo 2.

Das avaliacOes de retina dos diabéticos em relagdo ao
exame do olho direito e do esquerdo, foram observadas que
83,3% (669/803) apresentaram exames de retina simétricos e
16,7% (134/803) com manifestagdo assimétrica. O escore de
Kappafoi 0,73, evidenciando que as alteracfes naretina pelo
DM, em ambos os olhos, ndo eram independentes (p<0,001).

Dosdiabéticosavaliados, 47,4% (383/803) faziam tratamen-
to com hipoglicemianteoral, 36,6% (294/803) usavaminsulinae
15,7% (126/803) seguiam somente dietaespecificaparaDM.

Nos testes de esterilidade, aplicados as zaragatoas algina-
tadas e meios de cultivo utilizados no estudo, ndo foi observa-
do crescimento de microrganismos.

Natabela 2, observa-se a distribui¢do dos individuos dia-
béticos, segundo cultivo positivo, por ordem de identificacao,
olho acometido, espécie fungica e niumero de coldnias isola-
das. O cultivo positivo para fungo ocorreu em 4,2% (34/803)
dos individuos diabéticos. Dos 34 individuos cujos olhos
tiveram isolamentos positivos para fungo, 30 individuos (30
olhos) apresentaram comprometimento monocular e 4 (8
olhos) binocular. Dos isolamentos observados nos diabéti-
cos, 71,4% (30/42) ocorreram em exames realizados em olho
direito e 28,6% (12/42) em olho esquerdo. A identificacéo de
uma espécie fangica, por olho, ocorreu em 40 olhos e duas
espécies fungicas diferentes por olho, foram identificadas em
quatro olhos. A classificagdo morfol 6gica das espécies fungi-
cas isoladas, revelou 83,3% (35/42) de fungos filamentosos
hialinos, 14,3% (6/42) defilamentosos demacios e 2,4% (1/42)
ndo apresentava estrutura de reproducéo, sendo classificado
como Mycelia sterilia. Nao houve isolamento de fungos leve-
duriformes na conjuntiva dos individuos estudados. Verifi-
cou-se também, que 59,5% (25/42) dos isolamentos foram do
género Aspergillus e 47,6% (20/42) das espéciesforam Asper -
gillusniger. O nimero de col6niasfoi baixo nos 42 olhos com
cultivo positivo, variou de umaaonze colénias (média 2,7 de
colbnias por individuos).

Natabela 3 verifica-se adistribuicdo dos diabéticos tipo 1
e tipo 2, segundo a ocorréncia ou ndo de isolamentos positi-
vos para fungos, por idade, sexo, GPJ, tempo de doenca, tipo
de tratamento e estédio da retinopatia diabética. A andlise
estatistica desses dados ndo demonstrou associagéo signifi-
cante paranenhuma dessas variaveis, conformevaloresdep e
dos interval os para OR.

Nos meses de julho, agosto e setembro de 2001 verificou-
se média de precipitagdo de chuvas de 59,3 mm/més, com
valores minimo e maximo de 29 e 88 mm/meés, respectivamente.
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Nos meses de outubro e novembro de 2001 efevereiro emarco
de 2002, teve-se média de precipitacdo de chuvas de 250 mm/
més e val oresminimo e méaximo de 200 e 305 mm/més, respecti-
vamente®®,

Natabela 4 observa-se diferenca significante entre as pro-
porcdes de i solamentos fungi cos positivos e amédia de preci-
pitacdo de chuvas, ocorrendo 0,3% (1/349) dos isolamentos

Tabela 2. Distribui¢@o dos cultivos positivos em conjuntiva sadia em
individuos diabéticos (N=803) segundo relagao ordinal de identifica-
cao, lateralidade do olho com isolamento, espécie fingica e nimero
de coldnias isoladas

Ordem Lateralidade Espécie Nimero de
ident. do olho fingica coldnias*

1° D Aspergillus fumigatus 6

20 E Phoma spp. 1

3° E Acremonium spp. 1

40 D Acremonium spp. 1

50 E Paecilomyces variotti 1

G Df Aspergillus fumigatus 4

7° Dt Colletotrichum sp. 4

8° Df Mycelia sterilia 4

9° Df Phoma spp. 4

100 Dt Cladosporium cladosporoides 5

11° Dt Ulocladium sp. 5

12° D* Scytalidium lignicola 1

130 E* Scytalidium lignicola 2

14° Df Aspergillus niger 4

15° Df Penicillium spp. 4

16° D Penicillium citrinum 1

17° E Penicillium citrinum 1

18° E Paecilomyces lilacinus 4

190 D Fonsecaea pedrosoi 1

20° D Aspergillus spp. 1

21° E Aspergillus spp. 5

22° D Penicillium citrinum 1

23° D Aspergillus niger 1

240 D Aspergillus niger 1

25° D Aspergillus niger 1

26° D* Aspergillus niger 1

27° E Aspergillus niger 2

28° D Aspergillus niger 5

290 D Aspergillus niger 5

30° D Aspergillus niger 2

31° D Aspergillus niger 1

32° D Aspergillus niger 11

33° D Aspergillus fumigatus 1

34° D Aspergillus niger 1

35° D* Aspergillus niger 5

36° Ej Aspergillus niger 2

37° D* Aspergillus niger 4

38° Ej Aspergillus niger 3]

39° E Aspergillus niger 1

40° E Aspergillus niger 1

41° D Aspergillus niger 1

42° D Aspergillus niger &
ident.= identificacdo; *No 30° dia de leitura; "Duas espécies flngicas isoladas
no mesmo olho; *Ocorréncia em ambos os olhos




Estudo da micobiota em conjuntiva sadia de diabéticos, residentes na area urbana da cidade de Sdo Paulo - Brasil 79

nos meses com precipitacdo de 59,3 mm/més e 9,0% (41/456)
naguel escom 250 mm/meés.

Das sete vezes em que se procedeu a colheita de amostras
de conjuntiva, também se verificou crescimento de fungos
anemofilos no ar da sala. Em quatro casos encontraram-se as
mesmas espécies de fungo no ar da sala e na conjuntiva
(Tabela5). Em nenhuma ocasido houve isolamento de fungos
leveduriformes no ar da sala de colheita.

DISCUSSAO

Individuos diabéticos séo considerados mais predispos-
tos as infecgdes do que as pessoas normais devido alteractes
na imunidade geradas pela glicemia elevada. A condic¢&o pri-

mordial paraocorrer infeccéo micoticano olho, seriaapresen-
¢a de fungos na superficie ocular®. Neste estudo foi eviden-
ciada existéncia de micobiota em conjuntiva sadia de indivi-
duos diabéticos, residentes na zona urbana, sendo identifica-
do 11 géneros diferentes de fungos nesses individuos. Nas
maiores séries em que foi pesquisado fungo em conjuntiva
sadia de individuos n&o diabéticos, o nimero de fungos isola-
dosvariou de sete a 20 géneros?+1%-1228), Foi também observa-
da, a presenca de fungos anemdfilos nas salas de exame,
apesar dos cuidados tomados durante o processo de colheita,
conforme descritos no método deste estudo. Dos fungos iso-
lados do ar, apenas Exserohilum rostratum e Scytalidium
hyalinum n&o foram relatados como pertencentes & micobiota
aneméfilanormal dacidade de S&o Paulo®349,

Dos géneros de fungos isolados na conjuntiva dos diabé-

Tabela 3. Distribuicdo dos 803 diabéticos avaliados, segundo a ocorréncia de isolamentos positivos para fungos por tipo de diabetes, idade,
sexo, glicemia plasmaética em jejum, tempo de doenca, tipo de tratamento e estadio da retinopatia diabética

Isolamento positivo

Variaveis Sim
N %

Tipo de DM

Tipo 1 1 1,9

Tipo 2 33 4,4
Faixa etaria (anos)

18 - 30 1 15

31-60 24 4,2

61 — 89 15 4,1
Sexo

Masculino 20 4,4

Feminino 20 3,6
GPJ (mg.dl?)

Boa 15 3,8

Aceitavel 4 5.9

Ruim 14 4,3
Tempo doenga (anos)

<5 16 5,0

6al0 8 4,0

>11 10 3,5
Tipo de tratamento

Insulina 12 4,1

Hipoglicemiantes orais 14 3,7

Dieta 8 6,3
Estadio RD

Normal 20 4,9

RNP sem maculopatia 6 3,2

RNP com maculopatia 2 2,5

RP 6 4,5

"Valor de p utilizando teste x?, para tipo de DM foi usado teste Exato de Fisher; OR= odds ratio; IC= Intervalo de confian¢a; GPJ= Glicemia plasmatica em jejum; RD=
Retinopatia diabética; RNP= Retinopatia ndo proliferativa; RP= Retinopatia proliferativa

Valor da precipitacdo nos meses Colheitas
de estudo (média em mm/més) N
Baixa (59,3) 349
Alta (250) 456

"Valor de p utilizando teste de comparacéo de duas proporcdes

Tabela 4. Freqliéncia das colheitas e dos fungos isolados em conjuntivas dos 803 diabéticos avaliados segundo média de precipitagdo nos
meses do estudo, na cidade de S&o Paulo, Brasil, 2002

Nao p' OR (IC 95,0%)
N %
52 98,1 0,720 0,42 (0,06-3,12)
717 95,6 1,00
64 98,5 0,575 0,37 (0,05-2,82)
545 95,8 1,03 (0,53-1,99)
351 95,9 1,00
430 95,6 0,517 1,23 (0,65-2,32)
530 96,4 1,00
377 96,2 0,917 0,88 (0,42-1,85)
83 94,3 1,06 (0,34-3,32)
309 95,7 1,00
302 95,0 0,633 1,47 (0,65-3,29)
190 96,0 1,17 (0,45-3,01)
277 96,5 1,00
282 95,9 0,422 0,63 (0,25-1,58)
369 96,3 0,56 (0,23-1,37)
118 93,6 1,00
384 95,1 0,655 1,10 (0,43-2,78)
181 96,8 0,70 (0,22-2,21)
78 97,5 0,54 (0,11-2,73)
126 95,5 1,00
Fungos isolados pt

N %

1 0,3% < 0,0001

41 9,0%

Arq Bras Oftalmol. 2006;69(1):75-83



80 Estudo da micobiota em conjuntiva sadia de diabéticos, residentes na area urbana da cidade de Sdo Paulo - Brasil

Tabela 5. Discriminagcdo das espécies fungicas isoladas do ar da
sala e na conjuntiva dos individuos diabéticos avaliados, segundo
data de colheita, S&o Paulo - SP, Brasil, 2002

Data da Espécies isoladas*
colheita Do ar Conjuntiva
Setembro Aspergillus niger Aspergillus fumigatus
2001 Curvularia spp.
Mycelia sterilia
Novembro Acremonium spp. Acremonium spp.
2001 Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus
Cladosporium Aspergillus niger
cladosporoides
Mycelia sterilia Cladosporium
cladosporoides
Phoma spp. Colletotrichum sp.
Mycelia sterilia
Paecilomyces variotti
Penicillium spp.
Phoma spp.
Scytalidium lignicola
Ulocladium sp.
Fevereiro Aspergillus niger Aspergillus spp.
2002 Penicillium citrinum Fonsecaea pedrosoi
Paecilomyces lilacinus
Penicillium citrinum
Marco Aspergillus niger Aspergillus fumigatus
2002 Exserohilum rostratum Aspergillus niger
Nattrassia mangiferae
Scytalidium hyalinum
*espécies fungicas em negrito representam coincidéncias entre os fungos
isolados do ar e aqueles encontrados na conjuntiva dos individuos examinados

ticos, verificou-se que oito dos 11 géneros ja haviam sido
isolados nas placas expostas ao ar, havendo contudo, fungos
presentes no ar e ndo isolados em conjuntiva e vice-versa.
Das investigacGes que utilizaram placas com meios de culti-
VOS expostos ao ar, por determinados intervalos de tempo,
nos locais de colheita, os resultados variaram de nenhum
isolamento a 2% dos cultivos positivos®610-1214152425 = Fm
dois trabalhos, existe descri¢des de coincidéncias das espé-
cies fungicas isoladas do ar e da conjuntiva®!?,

Nos estudos com objetivos similares ao deste trabalho,
observam-se algumas diferencas nos métodos que podem jus-
tificar os discrepantes resultados descritos. Essas diferencas
consistem em melhor caracterizar: tipo de amostra utilizada,
forma de interpretacdo dos resultados (segundo nimero de
cultivos positivos por olhos ou individuos avaliados), critéri-
os de inclusdo (considerando tempo prévio de abstinéncia de
uso de drogas topicas ou presenca de doengas sistémicas),
cuidados na colheita e na prevencéo de contaminacdes, local
de colheita (conjuntiva tarsal superior ou inferior) e instru-
mentos e meios de cultivos utilizados na obtencdo das amos-
tras de Conj untiVa(2»6,8»12,14»15,18»26,28»32).

Na sel ecéo daamostraem estudo sobre micobiota de conjunti-
va, namaioriadostrabalhos sfo utilizadas amostras de convenién-
cia, exceto em dois, a selegéo foi randomizada?681214-15182628-32)

Nesta investigagdo, os isolamentos de fungos na conjunti-
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vade individuos diabéticos ndo foram correl acionados, segun-
do alateralidade. Este fato ndo sugere que haveria mais infor-
macdo, se esta variavel fosse avaliada, segundo o nimero de
olhos com isolamentos de fungos. Pois, aidentificacdo de fun-
gos num olho, permite o diagndstico da existéncia de micobiota
em conjuntiva sadia nesse individuo“?. A forma de interpreta-
¢80, maiscomumente utilizadanaliteraturapara osisolamentos
de fungos em conjuntiva sadia, é baseada no nimero de indivi-
duos com fungos nos olhos?#46811.14-1518:1922252830-32) ' Na avar
liacdo do grau da retinopatia diabética, também se observou
que para ainterpretacdo das avaliagdes das retinas dos diabéti-
cos, caso a andlise fosse realizada por individuo, forneceria
informac&o similar, seanalisadapor olhos. Sendo utilizado para
diagndstico de retinopatia diabética, o estadio do individuo.
Com isto, foi evitado aumento desnecessario do tamanho da
amostra e maior precisao nos resultados.

Um dos principais critérios de inclusdo, utilizado em estu-
dos sobre micobiota em conjuntiva sadia, € aausénciade doen-
¢as oculares de superficie ou intra-ocul ar(-681114-1519.24-26.29-31)
Em alguns trabalhos, é observado que os autores consideraram
como portadores de conjuntivas normais, individuos com si-
nais clinicos de tracoma cicatricial® e em uso de drogas anti-
glaucomatosas”? ou em tratamento de uveite. Em outros estu-
dos, os critérios de inclusdo ndo foram descritos*1822-2329,

A instilaco de drogas na conjuntiva, independente do
tipo do composto ativo presente, pode alterar a composi¢éo
dofilmelacrimal por efeito delavagem dasuperficie ocular®?.
Muitos pesquisadores ndo consideraram 0 uso de colirio,
como critério de inclusdo®+819, Enquanto que outros, estipu-
|aram interval os de tempo sem uso de medicamentos topicos.
Este prazo ndo foi mencionado em alguns estudos, em outros
variou de 30 dias a seis meses e até um an?569:11.14-15.19.24-26)

A presenca de individuos diabéticos entre as pessoas
avaliadas quanto a presenca de fungos em conjuntiva, ocorre
em um trabalho, ndo havendo associagdo com isolamentos de
fungos®. A ocorrénciade DM, como condicéo para exclusao
das pessoas avaliadas, ndo foi descrita em nenhuma investi-
gagéo(2-6,8-11,14-15,18-26,28—32)_

Na realizacdo do teste de esterilidade das zaragatoas, an-
tesdacolheita, procura-se comprovar avalidade da esterilida-
de desses materiais. Na literatura, ha relato somente de um
pesquisador que utilizou este procedimento pré-colheita®.
Outros autores avaliaram o tempo de exposi¢do das zaraga-
toas estéreis ao ar, no local da colheita, ndo sendo considera-
do fator de contaminagdo no meio de cultivo®'®. O halo de
calor gerado por chama de lamparina comum, colocada proxi-
mo do local de semeadura, foi usada para diminuir a taxa de
contaminacdo por via aérea. Assemel hando-se a procedimen-
tos realizados em outras investigacdes, utilizando bico de
Bunsen419,

No estudo da micobiota conjuntival, o tarso inferior tem
sido o local mais freguiente para raspagem com zaragatoas ou
espétula de platina247-8101219222426) ' Em algumas pesquisas, a
colheita se realizou na conjuntiva tarsal superior® e em
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outras, em ambos os sitios®®. Dos locais de colheita, ndo
foram observadas diferencas significantes quanto a ocorrén-
cia de isolamentos.

Em estudos microbi ol 6gi cos da conjuntivahumana, aforma
mais utilizada para se obter material € o raspado, podendo ser
realizado com zaragatoa secal®1%1925263030) | 7aragatoa umedeci -
daem solucdo salinaestéril 2121415232932 gy umedecidaem meio
de cultivo®”) e raspado com espatula de platina®4&91822),

A positividade dos cultivos encontrados com este instru-
mento para raspado conjuntival foi semelhante. Os resultados
obtidos neste trabalho, com uso de zaragatoa umedecida em
solugdo salinaestéril, ndo diferiram dos demais.

Em estudo de citologia de saco conjuntival, quando com-
paradas as formas de colheita de conjuntiva, foi evidenciado
que os resultados de raspado com uso de zaragatoas secas ou
Umidas sdo superiores aos realizados com espatula de platina,
pois nesta ocorre mais traumatismo da amostra. Além disto,
com uso de zaragatoas secas se obtém maior nimero de célu-
las epiteliais™®.

A taxa de crescimento dos fungos é altamente dependente
daquantidade de amostrainoculada. Normalmente, amostrasde
conjuntiva apresentam quantidade reduzida de material, sendo
prudente ndo usar meio de transporte efazer asemeaduradireta
no meio de cultivo para primo-isolamento®. Alguns autores,
em quatro estudos, utilizaram meios de transporte em amostras
de conjuntiva. A positividade do cultivo para fungos, nos
respectivos estudos, variou de 5,7 a 78,5%(3192320,

Neste experimento, utilizou-se o método dagravidade para
obtencdo das amostras de fungos do ar. Este método ja foi
aplicado em trabalhos com objetivos similares®*54), Obser-
va-se mais comumente o uso de exposicbes entre 10 a 30
minutos®?%49 Alguns fatos sugerem que fungos anemdfilos,
presentes nas salas de colheita deste estudo, podem n&o estar
associados ou influenciados nos resultados dos cultivos das
amostras de conjuntiva, pois varias pessoas avaliadas eram
procedentes de bairros diferentes dos locais de colheita.
Essas pessoas ficaram em média, cinco minutos na sala de
colheita, ndo havendo presenca de fluxo de ar corrente no
interior da sala. Tem sido citado que individuos expostos por
longo prazo a ambientes fechados, exemplo: detentos, podem
ter suas conjuntivas contaminadas pela micobiota anemdfila
do local*®, Qutros autores ampliam essa associagdo também
a ambientes abertos®"1012),

A micobiota da conjuntiva sadia, identificada nos indivi-
duos participantes deste estudo foi reduzida. O nimero de
colénias de fungos presentes na conjuntiva dos individuos
avaliados, variou de umaa 11 col6nias por género. Em metade
dos fungos isolados foi observado crescimento de apenas uma
colbnia. Semelhantes resultados foram achados em alguns tra-
balhos®*?; em outros, foi verificado maior nimero de colénias
por género isolado®*9, Analisando os resultados deste estu-
do, pelo baixo nimero de col6nias em cada cultivo®!? e alta
frequiéncia de isolamentos monoculares®®, é sugestivo que a

micobiota isolada na conjuntiva dos diabéticos dessa amostra
sgja transitoria, significando que, caso se repetisse os cultivos
nos individuos avaliados, haveria pouca possibilidade de se
encontrar fungos nas mesmas conjuntivas, ou caso houvesse
isolamentos positivos nessas conjuntivas, a ocorréncia das
mesmas espécies, seria pouco provavel.

Nesta pesquisa ndo foi repetido o cultivo dos casos positi-
vos, porque tem sido desaconselhada esta abordagem em
diversas investigagdes®46710-11.16),

Segundo dados climatoldgicos, obtidos continuamente
proximos aos locais de colheita das amostras, nédo foram ob-
servadas diferencas nas médias da temperatura do ar e da
precipitacdo de chuvas entre as regides dos locais de colheita
no periodo deste estudo. Os dados dessas estacfes sdo re-
presentativos das caracteristicas climaticas da cidade de Sao
Paulo®®®,

Em alguns estudos, é avaliadaainfluénciadasazonalidade
sobre a micobiota conjuntival 1219, No presente estudo, em
concordancia com a literatura observamos maior nimero de
isolamento de fungos em determinados meses com associacéo
significante nos meses de maior taxa de precipitacéo de chu-
vas em relacdo aqueles com menores taxas®™. Em trabalho
realizado em zona rural da india, ocorreu associagdo entre
baixa precipitagdo e maior nimero de fungos no ar®V, Duas
investigacOes realizadas na cidade de S&o Paulo sobre mico-
biota conjuntival em individuos portadores de sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, ndo revelaram variacfes signifi-
cantes segundo a estacdo climatica ou més do ano.

Em relagdo aos diabéticos avaliados, as variaveis. idade,
sexo, glicemiaplasméticadejejum, tempo de diagnéstico, tipo
de tratamento e grau de retinopatia ndo estdo associadas a
presenca ou ndo de fungos na conjuntiva desses individuos.

As idades dos individuos diabéticos ndo foram homogé-
neas. Contudo, n&o foi observada influéncia da idade sobre a
ocorréncia de isolamentos positivos para fungos. Em apenas
uma pesquisa foi verificada diferenca significante segundo a
idade®),

Analisando a micobiota conjuntival segundo as faixas eté-
riasdosindividuos, verifica-se que estavariavel sugere alguma
interferéncia, de tal forma que, em estudos envolvendo recém-
nascidos, a positividade do cultivo de amostras de conjuntiva
variade 1,9% a14,3%20, Em criangas, apartir dedoismesesde
idade ejovens até 18 anos, os resultados variam de 1,5 a43,5%
dos individuos®°?®, Em pessoas com idades entre 19 e 85
anos, as frequiéncias obtidas variam de 3,2 a 72% de individuos
com isolamento fangico positivo@31014-15252830-32)

Comparando-se a biota presente na conjuntiva, segundo a
variavel sexo, observa-se que as freqiiéncias foram semelhan-
tes em diversos estudos®6812141518262852)  Na selecdo dos
diabéticos tipo 1 etipo 2 nédo se observou distribuicéo homo-
génea segundo sexo, porém ndo houve influéncia desta varia-
vel na ocorréncia, ou ndo, de isolamentos positivos nesses
individuos.
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O tempo de diagnéstico de DM entre os individuos com
DM tipo 1 foi maior do que os diabéticos tipo 2, porém, essa
diferenganéofoi verificadaem relagdo ao nimero deisolamen-
tos em cada grupo. Nesta investigacdo, ndo houve controle
do tipo de DM dos individuos, naturalmente pela histéria
natural do DM tipo 1. E aceitavel que esses pacientes tenham
maior tempo de diagnéstico do que os diabéticos tipo 249,

A manifestagéo de retinopatia diabéticanosindividuos ana-
lisados foi uniforme em relacdo ao tipo de DM, ndo sendo
evidenciada associacdo com cultivos de fungos na conjuntiva.
A presenca de retinopatia diabética esta relacionada com con-
troleirregular daglicemiae com o tempo de diagnostico®.

Em relacdo aos fungos isolados na conjuntiva dos indivi-
duos avaliados neste estudo, quase todos ja haviam sido
identificados em casos de infeccBes ocul ares, exceto os géne-
ros Ulocladium e Chaetomium(@228:47-48)

Concordando com este estudo, Aspergillus ssp. € o géne-
ro mais isolado na maioria dos relatos sobre micobiota em
conjuntivasadia, em ceratite micéticae namicobiotaanemofi-
| g(26-81214-15182628-30)  Em dois relatos, ndo foi identificado na
conjuntiva®-32),

O género Penicillium ssp. foi o segundo fungo mais fre-
glente da conjuntiva de diabéticos, confirmando resultados
anteriores em trabalhos sobre micobiota de conjuntiva sadia
de individuos normais5810-1214-1519-21.23-26.28-30) - Penjcillium
ssp. tem sido freglientemente isolado em casos de ceratites
micdticas e da biota do ar(164049),

Em relacéo aos géneros Acremonium, Chaetomium, Colle-
totrichum, Fonsecaea, Penicillium, Phoma, Ulocladium e o
fungo Mycelia sterilia, ndo foram encontradas descricoes
desses agentes causando infecgBes micoticas em diabéticos.

Fungos leveduriformes ndo foram isolados nesta pesqui-
sa, porém sdo citados na maioria dos estudos sobre micobiota
de COI’lj Untiva Sadia(2-6,8—12,14-15,18—25,28—32)_

A avaliag&o damicobiotaconjuntival emindividuosdiabé-
ticos, residentes em zona rural, seria um estudo interessante
paraelucidar davidas quanto ainfluénciado ambiente, toman-
do-se cuidados semelhantes aos realizados neste estudo.

CONCLUSOES

Observou-se que em diabéticos residentes em area urbana,
com conjuntiva sadia, a biota ocular é composta de fungos.
N&o se observou associagdo significante entre nimero de
isolamento flngico e tipo de diabetes melito, idade, sexo,
tempo de doenca, tipo de tratamento e estadio da retinopatia
diabética. O nimero de colbnias de fungos por placas foi
reduzido nessa populacdo e acredita-se que apesar da mico-
biota existir na conjuntiva, seria necesséaria a acéo de algum
fator para permitir a gerac@o de doenca em olhos sadios. A
despeito dos cuidados tomados na sala, durante o processo
de colheita, verificou-se algumas coincidéncias entre as espé-
cies fungicas encontradas no ar e as identificadas na conjun-
tiva dos individuos estudados.
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ABSTRACT

Pur pose: To determine the mycobiota of the healthy conjunc-
tiva in diabetic individuals, according to diabetes type, age,
sex, disease time, type of treatment, and stage of diabetic
retinopathy of the individuals. To identify the anemophilus
mycobiotain the sampling rooms. M ethods: A cross-sectional
study was carried out on 803 diabetics who residein the urban
area of Sao Paulo-SP/Brazil. Sabouraud’ s dextrose agar cultu-
re with chloramphenicol was used for primoisolation, and the
key of DeHoog was used to identify filamentousfungi. Resul-
ts: Of the evaluated diabetics, 6.6% (53/803) presented type 1
diabetes and 93.4% (750/803) type 2. The positive culturesfor
fungi in the conjunctiva of diabetics was 4.2% (34/803), with
1.9% (1/53) in type 1 diabetics and 4.4% (33/740) in type 2
diabetics (p=0.720). With respect to the presence or not of
isolated fungi, there was no statistically significant associa-
tion regarding age (p=0.575), sex (p=0.517), disease time
(p=0.633), type of treatment (p=0.422), and diabetic retinopa-
thy stage (p=0.655) of the tested individuals. The identified
fungi were all filamentous: Aspergillus spp. represented
59.5% (25/42) of isolations and 47.6% (20/42) of isolated spe-
cies were Aspergillus niger. Growth of anemophilus fungi
occurred in the air of the room and coincidences were obser-
ved between the isolated species from the air and those from
the conjunctiva. Conclusions: Presence of mycobiotain heal-
thy conjunctivas of diabetics was identified, with no signifi-
cant association between the greater number of positive fungi
isolations and the type of diabetes, age, sex, disease type,
type of treatment, and stage of diabetic retinopathy. In the
collection rooms, anemophilus mycobiotawas identified.

K eywor ds: Conjunctiva/microbiology; Fungi/isolation & purifi-
cation; Diabetes mellitus; Diabetic retinopathy; Colony count,
microbial, Aspergillus niger/isolation & purification; Asper-
gillus/isolation & purification; Urban population
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