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INTRODUÇÃO

A micobiota ocular normal engloba os fungos presentes nas pálpebras,
canais lacrimais e superfície ocular(1). Para grande maioria de autores os
fungos isolados em conjuntivas sadias são originados da biota anemófila,
pois não foram detectadas evidências de que fungos pertençam à biota
permanente em olhos sadios, devido a não repetição dos resultados obti-
dos em cultivos seriados de conjuntiva(2-16). Existe descrições que as mu-
danças verificadas no número e tipo das espécies integrantes da micobiota
em conjuntiva, variam segundo a estação do ano(11-12,17) e uso tópico de
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RESUMO

Objetivos: Determinar a micobiota de conjuntiva sadia em indivíduos
diabéticos, segundo tipo de diabetes, idade, sexo, tempo de doença, tipo
de tratamento e estádio da retinopatia. Estabelecer a micobiota anemófila
nas salas de colheita. Métodos: Estudo transversal de 803 diabéticos
residentes na zona urbana de São Paulo - SP/Brasil. Foi usado para primo-
isolamento o meio de cultivo ágar Sabouraud dextrose com cloranfenicol
e para identificação dos fungos filamentosos a chave de De Hoog.
Resultados: Dos diabéticos avaliados, 6,6% (53/803) apresentavam dia-
betes tipo 1 e 93,4% (750/803) tipo 2. Os cultivos positivos para fungos
em conjuntiva de diabéticos foi 4,2% (34/803), sendo 1,9% (1/53) nos
diabéticos tipo 1 e 4,4% (33/740) nos diabetes tipo 2 (p=0,720). Não foi
verificada associação estatisticamente significante quanto à presença
ou não de isolamentos de fungos em relação idade (p=0,575), sexo
(p=0,517), tempo de doença (p=0,633), tipo de tratamento (p=0,422) e
estádio de retinopatia diabética (p=0,655) desses indivíduos. Todos os
fungos identificados foram filamentosos: Aspergillus spp. representou
59,5% (25/42) dos isolamentos sendo 47,6% (20/42) Aspergillus niger.
Ocorreu crescimento de fungos anemófilos do ar ambiente da sala,
observando-se coincidências entre as espécies isoladas no ar e na
conjuntiva. Conclusões: Foi identificada presença de micobiota em
conjuntiva sadia de diabéticos, não havendo associação entre a maior
positividade de isolamentos fúngicos e o tipo de diabetes, idade, sexo,
tempo de doença, tipo de tratamento e estádio da retinopatia diabética.
Nas salas de colheita foi identificada micobiota anemófila.
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corticosteróide isolado ou associado a antibiótico(3-4,11,18-19). A
dispersão de fungos no ar pode ser influenciada por fatores,
como: precipitação, umidade relativa do ar, velocidade do
vento, temperatura do ar e altitude(13).

Estudos realizados em vários países, a partir de 1935 que
investigaram a micobiota em conjuntivas sadias, apresentam
resultados que variaram de zero a 84,8% de cultivos positivos. As
freqüências de isolamentos de fungos em conjuntiva sadia, nem
sempre são passíveis de comparação. Pois, os autores expres-
saram essa freqüência de diversas formas, ou seja, às vezes
segundo número de indivíduos e em outras ocasiões, segundo o
número de olhos com cultivos positivos(2-6,8-12,14-15,18-32).

O diabetes melito (DM) constitui um grupo de doenças
caracterizadas por hiperglicemia crônica, resultante de altera-
ções na produção ou ação da insulina e outros distúrbios no
metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas. A hipergli-
cemia crônica é associada a lesões progressivas nos olhos,
rins, nervos, vasos sangüíneos e coração(33).

Os indivíduos diabéticos com glicemias elevadas são na-
turalmente expostos às infecções superficiais ou sistêmicas
por fungos oportunistas(34).

O conhecimento dos componentes da micobiota conjunti-
val orienta formulações das hipóteses diagnósticas nas infec-
ções oculares. Para se caracterizar as infecções micóticas ocu-
lares, é importante a certeza da existência, ou não, de fungos,
como integrante da biota transitória ou permanente na conjun-
tiva(16).

Na literatura mundial pesquisada, não foram encontrados
estudos sobre a micobiota em conjuntiva sadia de indivíduos
diabéticos. O presente estudo teve como objetivos realizar
raspados em conjuntiva sadia de indivíduos diabéticos resi-
dentes em zona urbana da cidade de São Paulo, para determi-
nar a micobiota e verificar associações da ocorrência ou não
de isolamentos fúngicos nesses indivíduos segundo tipo de
diabetes, idade, sexo, tempo de doença, tipo de tratamento e
estádio da retinopatia diabética e estabelecer a micobiota ane-
mófila nas salas de colheita dos raspados de conjuntiva.

MÉTODOS

Foi realizado estudo transversal em amostra não probabilís-
tica, utilizando raspados de conjuntiva sadia de indivíduos
diabéticos de ambos os sexos e idade variando entre 18 e
 90 anos, com diagnóstico de diabetes comprovado pela histó-
ria clínica e uso de medicamentos específicos. Os pacientes
foram atendidos no Mutirão Olho Diabético na Universidade
Federal de São Paulo, no período de junho de 2001 a março de
2002, situado latitude sul 23° 35’ 58”, longitude oeste 46° 38’ 23”
de, altitude 779 m. Os critérios de exclusão foram presença de
doença ocular, uso de medicação tópica ou lentes de contato
nos últimos 30 dias, ser portador de doença que possa modificar
a resposta imune (exemplo: leucemia, linfoma, neoplasias, infec-
ções virais e desnutrição) e procedência da zona rural.

O protocolo desse estudo foi aprovado pelo Comitê de

Ética da Universidade Federal de São Paulo pelo processo
nº 464/01, em 29/06/2001 e obedeceu aos princípios da declara-
ção de Helsique. Após obtenção do consentimento livre per-
mitido dos participantes, os indivíduos foram entrevistados e
então procedido à colheita das amostras de conjuntiva. O
horário de colheita foi das 8h00 às 15h00 e a média da tempera-
tura do ar variou de 17 a 24°C. A intensidade de precipitação
mensal variou de 29 a 305 mm.

Pacientes

Os 803 diabéticos foram caracterizados segundo idade,
sexo, tipo de DM, valor da última glicemia plasmática em jejum
(GPJ), tempo de doença, tipo de tratamento para DM e avaliação
da retina utilizando oftalmoscopia binocular indireta. Conforme
os resultados dos mapeamentos de retina, os diabéticos foram
classificados em quatro grupos: 1) normal, 2) retinopatia não
proliferativa (RNP) sem maculopatia, representando a junção
dos indivíduos com estádio leve, moderado e grave, 3) RNP com
maculopatia e 4) retinopatia proliferativa (RP)(35). Nos casos
com ocorrência de retinopatia diabética assimétrica entre os
olhos, foi considerado o olho com estádio mais avançado.

Técnicas microbiológicas

Foram colhidas as amostras de conjuntiva dos pacientes
uma vez a cada mês.

O teste de esterilidade, por amostragem, nos lotes das
zaragatoas alginatadas esterilizadas (BIONETE HA®, Biolog,
São Paulo, Brasil) foi realizado três dias antes de cada colheita.

Os raspados de conjuntiva foram colhidos em uma sala,
adotando determinados cuidados: limpeza do chão e paredes
com água e sabão, janelas fechadas, aparelhos condicionado-
res de ar desligados e presença somente de dois pesquisado-
res por vez na sala, usando luvas e máscara faciais. Somente
um pesquisador efetuou as colheitas.

Os participantes tiveram ambos os olhos pesquisados,
sem anestesia. As manipulações dos materiais e as colheitas
foram realizadas próximo à chama de lamparina. A zaragatoa
foi umedecida em solução salina esterilizada (Solução de
Cloreto de Sódio 0,9%®, Aster, Sorocaba, Brasil) e aplicada
com movimento de rotação e em deslizamento sobre a superfí-
cie da conjuntiva tarsal e fundo de saco inferior, no sentido
naso-temporal e temporo-nasal, sem tocar em margens palpe-
brais ou cílios. Repetiu-se a mesma técnica de colheita para o
outro olho. A semeadura foi realizada no meio de Sabouraud
dextrose ágar (Ágar Sabouraud Dextrose®, Oxoid, Hants, In-
glaterra) acrescido de cloranfenicol (Cloranfenicol®, Ducto,
São Paulo, Brasil) 200 mg.l-1, executando trajetória em curva
senóide e acompanhada de movimentos de rotação do eixo da
zaragatoa. Foi usado uma placa de Petri de 80 mm (Placas de
Petri descartável®, J. Prolab, Curitiba, Brasil) para cada pacien-
te, sendo que cada olho teve sua estria de semeadura identifi-
cada, em espaço imediatamente abaixo no meio de cultivo. As
placas foram armazenadas em ambiente fechado e umedecido.

A pesquisa de fungos anemófilos na sala de colheita ocor-
reu simultaneamente com as da conjuntiva, utilizando o méto-
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Para análise dos dados foram usados: teste Qui-Quadrado
(χ2) de independência, teste Exato de Fisher (quando as condi-
ções para utilização do χ2 não foi verificada), teste de Mann-
Whitney e o teste de comparação de duas proporções. Sendo
também determinado Odds Ratio (OR) e Intervalo de Confian-
ça (IC) de 95,0% para este parâmetro, considerando-se a última
categoria como referência. Para se verificar o número de con-
cordâncias entre os resultados dos mapeamentos de retina
dos diabéticos, foi obtido o escore de Kappa(37). O nível de
significância, considerado nas decisões dos testes estatísti-
cos foi 5,0%, sendo usado programa de computador para a
obtenção desses cálculos (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 mínima-máxima 18-89 anos, coeficiente de varia-
ção de 20,79%), sendo 6,6% (53/803) portadores de DM tipo 1
e 93,4% (750/803) do tipo 2. A média de idade dos indivíduos
com DM tipo 1 foi 40,17 anos (dp 13,72 anos, idade mínima-
máxima 18-69 anos, coeficiente de variação de 34,15%) e nos
diabéticos tipo 2 foi 58,66 anos (dp 10,82 anos, idade mínima-
máxima 18-89 anos, coeficiente de variação de 18,45%). A
idade dos indivíduos com DM tipo 2 foi mais elevada que a
dos diabéticos tipo 1, sendo verificada diferença significante
(p<0,001).

A distribuição dos indivíduos diabéticos tipo 1 e tipo 2
segundo sexo, glicemia plasmática em jejum (GPJ), tempo de
doença e estádio da retinopatia diabética são discriminados
na tabela 1. Não se comprova associação significante do tipo

do da gravidade. Consistindo em colocar uma placa com meio
de cultivo Sabouraud dextrose ágar acrescido de cloranfenicol
200 mg.l-1, aberta ao ambiente por 30 minutos.

A leitura das placas foi diária, iniciando-se 48 horas após a
colheita, até completar 30 dias. Cultivos com crescimentos em
estria foram encaminhados para identificação imediata. O de-
senvolvimento de fungos e bactérias, fora dos locais de semea-
dura, foi considerado como contaminação, sendo desprezados.

As placas com amostras dos fungos anemófilos obedece-
ram à mesma seqüência de procedimento dos meios com amos-
tras de conjuntiva.

Para a identificação dos fungos, realizaram-se exames ma-
croscópico e microscópico das colônias suspeitas, utilizando
lactofenol-azul de algodão. As normatizações de De Hoog et
al., foram seguidas para fungos filamentosos, baseadas nas
suas características morfológicas(36). Os cultivos eram manti-
dos à temperatura ambiente. Sempre que necessário, foi feito
microcultivo nos meios de cultivo ágar batata dextrose, ágar
extrato de malte ou ágar aveia para melhor observação e carac-
terização do microrganismo.

Análise estatística

Para determinar o tamanho da amostra desse estudo, utili-
zou-se como prevalência estimada de indivíduos 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
prevalência 11,0% (284/2579) de indivíduos com isolamentos
positivos(2,6,8,10,24-25,28-29), 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 indivíduos.

Tabela 1. Características dos indivíduos diabéticos tipo 1 e tipo 2, segundo sexo, glicemia plasmática em jejum, tempo de doença e estádio
da retinopatia diabética

Diabéticos (N=803)
Variáveis Tipo 1 Tipo 2 p† OR (IC 95,0%)

N % N %
Sexo
     Masculino 20 37,7 322 42,9 00,460 0,81 (0,70-2,20)
     Feminino 33 62,3 428 57,1 1,00
GPJ (mg.dl-1)
     Boa 25 47,2 367 48,9 00,970 0,93 (0,52-1,69)
     Aceitável 06 11,3 082 10,9 1,00 (0,39-2,55)
     Ruim 22 41,5 301 40,1 1,00
Tempo doença (anos)
     ≤ 5 10 18,9 308 41,1 <0,001 0,23 (0,11-0,48)
     6 a 10 08 15,1 190 25,3 0,30 (0,14-0,67)
     ≥ 11 35 66,0 252 33,6 1,00
Estádio RD
     Normal 25 06,2 379 93,8 00,587 0,51 (0,26-1,01)
     RNP s/maculopatia 10 05,3 177 94,7 0,44 (0,19-1,01)
     RNP c/maculopatia 03 03,7 077 96,3 0,30 (0,08-1,08)
     RP 15 11,4 117 88,6 1,00
† Valor de p utilizando o teste χ2; OR= odds ratio; IC= Intervalo de confiança; GPJ= Glicemia plasmática em jejum; RD= Retinopatia diabética; RNP= Retinopatia
não proliferativa; RP= Retinopatia proliferativa
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de DM com sexo ou glicemia plasmática em jejum desses
indivíduos no momento do estudo. A porcentagem de indiví-
duos com mais de 11 anos de evolução da doença foi maior
nos diabéticos tipo 1, sendo também observada maior fre-
qüência de diabéticos tipo 2 com menos de cinco anos e com
seis a dez anos de doença; verificando-se diferença signifi-
cante entre os dois grupos, conforme valor de P e intervalos
para OR que excluem a unidade. Não se evidencia diferença
significante entre o grau de retinopatia diabética presente nos
diabéticos tipo 1 e tipo 2.

Das avaliações de retina dos diabéticos em relação 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 manifestação assimétrica. O escore de
Kappa foi 0,73, evidenciando que as alterações na retina pelo
DM, em ambos os olhos, não eram independentes (p<0,001).

Dos diabéticos avaliados, 47,4% (383/803) faziam tratamen-
to com hipoglicemiante oral, 36,6% (294/803) usavam insulina e
15,7% (126/803) seguiam somente dieta específica para DM.

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

Na tabela 2, observa-se a distribuição dos indivíduos dia-
béticos, segundo cultivo positivo, por ordem de identificação,
olho acometido, espécie fúngica e número de colônias isola-
das. O cultivo positivo para fungo ocorreu em 4,2% (34/803)
dos indivíduos diabéticos. Dos 34 indivíduos cujos olhos
tiveram isolamentos positivos para fungo, 30 indivíduos (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 identificação de
uma espécie fúngica, por olho, ocorreu em 40 olhos e duas
espécies fúngicas diferentes por olho, foram identificadas em
quatro olhos. A classificação morfológica das espécies fúngi-
cas isoladas, revelou 83,3% (35/42) de fungos filamentosos
hialinos, 14,3% (6/42) de filamentosos demácios e 2,4% (1/42)
não apresentava estrutura de reprodução, sendo classificado
como Mycelia sterilia. Não houve isolamento de fungos leve-
duriformes na conjuntiva dos indivíduos estudados. Verifi-
cou-se também, que 59,5% (25/42) dos isolamentos foram do
gênero Aspergillus e 47,6% (20/42) das espécies foram Asper-
gillus niger. O número de colônias foi baixo nos 42 olhos com
cultivo positivo, variou de uma a onze colônias (média 2,7 de
colônias por indivíduos).

Na tabela 3 verifica-se a distribuição dos diabéticos tipo 1
e tipo 2, segundo a ocorrência ou não de isolamentos positi-
vos para fungos, por idade, sexo, GPJ, tempo de doença, tipo
de tratamento e estádio da retinopatia diabética. A análise
estatística desses dados não demonstrou associação signifi-
cante para nenhuma dessas variáveis, conforme valores de p e
dos intervalos para OR.

Nos meses de julho, agosto e setembro de 2001 verificou-
se média de precipitação de chuvas de 59,3 mm/mês, com
valores mínimo e máximo de 29 e 88 mm/mês, respectivamente.

Nos meses de outubro e novembro de 2001 e fevereiro e março
de 2002, teve-se média de precipitação de chuvas de 250 mm/
mês e valores mínimo e máximo de 200 e 305 mm/mês, respecti-
vamente(38).

Na tabela 4 observa-se diferença significante entre as pro-
porções de isolamentos fúngicos positivos e a média de preci-
pitação de chuvas, ocorrendo 0,3% (1/349) dos isolamentos

Tabela 2. Distribuição dos cultivos positivos em conjuntiva sadia em
indivíduos diabéticos (N=803) segundo relação ordinal de identifica-
ção, lateralidade do olho com isolamento, espécie fúngica e número

de colônias isoladas

Ordem Lateralidade Espécie Número de
ident. do olho fúngica colônias*

1º D Aspergillus fumigatus 6
2º E Phoma spp. 1
3º E Acremonium spp. 1
4º D Acremonium spp. 1
5º E Paecilomyces variotti 1
6º D† Aspergillus fumigatus 4
7º D† Colletotrichum sp. 4
8º D† Mycelia sterilia 4
9º D† Phoma spp. 4

10º D† Cladosporium cladosporoides 5
11º D† Ulocladium sp. 5
12º D‡ Scytalidium lignicola 1
13º E‡ Scytalidium lignicola 2
14º D† Aspergillus niger 4
15º D† Penicillium spp. 4
16º D Penicillium citrinum 1
17º E Penicillium citrinum 1
18º E Paecilomyces lilacinus 4
19º D Fonsecaea pedrosoi 1
20º D Aspergillus spp. 1
21º E Aspergillus spp. 5
22º D Penicillium citrinum 1
23º D Aspergillus niger 1
24º D Aspergillus niger 1
25º D Aspergillus niger 1
26º D‡ Aspergillus niger 1
27º E‡ Aspergillus niger 2
28º D Aspergillus niger 5
29º D Aspergillus niger 5
30º D Aspergillus niger 2
31º D Aspergillus niger 1
32º D Aspergillus niger 11
33º D Aspergillus fumigatus 1
34º D Aspergillus niger 1
35º D‡ Aspergillus niger 5
36º E‡ Aspergillus niger 2
37º D‡ Aspergillus niger 4
38º E‡ Aspergillus niger 3
39º E Aspergillus niger 1
40º E Aspergillus niger 1
41º D Aspergillus niger 1
42º D Aspergillus niger 3

ident.= identificação; *No 30º dia de leitura; †Duas espécies fúngicas isoladas
no mesmo olho; ‡Ocorrência em ambos os olhos
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nos meses com precipitação de 59,3 mm/mês e 9,0% (41/456)
naqueles com 250 mm/mês.

Das sete vezes em que se procedeu à colheita de amostras
de conjuntiva, também se verificou crescimento de fungos
anemófilos no ar da sala. Em quatro casos encontraram-se as
mesmas espécies de fungo no ar da sala e na conjuntiva
(Tabela 5). Em nenhuma ocasião houve isolamento de fungos
leveduriformes no ar da sala de colheita.

DISCUSSÃO

Indivíduos diabéticos são considerados mais predispos-
tos às infecções do que as pessoas normais devido alterações
na imunidade geradas pela glicemia elevada. A condição pri-

mordial para ocorrer infecção micótica no olho, seria a presen-
ça de fungos na superfície ocular(39). Neste estudo foi eviden-
ciada existência de micobiota em conjuntiva sadia de indiví-
duos diabéticos, residentes na zona urbana, sendo identifica-
do 11 gêneros diferentes de fungos nesses indivíduos. Nas
maiores séries em que foi pesquisado fungo em conjuntiva
sadia de indivíduos não diabéticos, o número de fungos isola-
dos variou de sete a 20 gêneros(2,4,10-12,28). Foi também observa-
da, a presença de fungos anemófilos 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 não foram relatados como pertencentes à micobiota
anemófila normal da cidade de São Paulo(13,40).

Dos gêneros de fungos isolados na conjuntiva dos diabé-

Tabela 3. Distribuição dos 803 diabéticos avaliados, segundo a ocorrência de isolamentos positivos para fungos por tipo de diabetes, idade,
sexo, glicemia plasmática em jejum, tempo de doença, tipo de tratamento e estádio da retinopatia diabética

Isolamento positivo
Variáveis Sim Não p† OR (IC 95,0%)

N % N %
Tipo de DM
     Tipo 1 01 1,9 052 98,1 0,720 0,42 (0,06-3,12)
     Tipo 2 33 4,4 717 95,6 1,00
Faixa etária (anos)
     18 – 30 01 1,5 064 98,5 0,575 0,37 (0,05-2,82)
     31 – 60 24 4,2 545 95,8 1,03 (0,53-1,99)
     61 – 89 15 4,1 351 95,9 1,00
Sexo
     Masculino 20 4,4 430 95,6 0,517 1,23 (0,65-2,32)
     Feminino 20 3,6 530 96,4 1,00
GPJ (mg.dl-1)
     Boa 15 3,8 377 96,2 0,917 0,88 (0,42-1,85)
     Aceitável 04 5,9 083 94,3 1,06 (0,34-3,32)
     Ruim 14 4,3 309 95,7 1,00
Tempo doença (anos)
     ≤ 5 16 5,0 302 95,0 0,633 1,47 (0,65-3,29)
     6 a 10 08 4,0 190 96,0 1,17 (0,45-3,01)
     ≥ 11 10 3,5 277 96,5 1,00
Tipo de tratamento
     Insulina 12 4,1 282 95,9 0,422 0,63 (0,25-1,58)
     Hipoglicemiantes orais 14 3,7 369 96,3 0,56 (0,23-1,37)
     Dieta 08 6,3 118 93,6 1,00
Estádio RD
     Normal 20 4,9 384 95,1 0,655 1,10 (0,43-2,78)
     RNP sem maculopatia 06 3,2 181 96,8 0,70 (0,22-2,21)
     RNP com maculopatia 02 2,5 078 97,5 0,54 (0,11-2,73)
     RP 06 4,5 126 95,5 1,00
†Valor de p utilizando teste χ2, para tipo de DM foi usado teste Exato de Fisher; OR= odds ratio; IC= Intervalo de confiança; GPJ= Glicemia plasmática em jejum; RD=
Retinopatia diabética; RNP= Retinopatia não proliferativa; RP= Retinopatia proliferativa

Tabela 4. Freqüência das colheitas e dos fungos isolados em conjuntivas dos 803 diabéticos avaliados segundo média de precipitação nos
meses do estudo, na cidade de São Paulo, Brasil, 2002

Valor da precipitação nos meses Colheitas Fungos isolados p†

de estudo (média em mm/mês) N N %
Baixa (59,3) 349 01 0,3% < 0,0001
Alta (250) 456 41 9,0%
†Valor de p utilizando teste de comparação de duas proporções
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ticos, verificou-se que oito dos 11 gêneros já haviam sido
isolados nas placas expostas ao ar, havendo contudo, fungos
presentes no ar e não isolados em conjuntiva e vice-versa.
Das investigações 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(2,6,10-12,14-15,24-25). Em
dois trabalhos, existe descrições de coincidências das espé-
cies fúngicas isoladas do ar e da conjuntiva(6,12).

Nos estudos com objetivos similares ao deste trabalho,
observam-se algumas diferenças nos métodos que podem jus-
tificar os discrepantes resultados descritos. Essas diferenças
consistem em melhor caracterizar: tipo de amostra utilizada,
forma de interpretação dos resultados (segundo número de
cultivos positivos por olhos ou indivíduos avaliados), critéri-
os de inclusão (considerando tempo prévio de abstinência de
uso de drogas tópicas ou presença de doenças sistêmicas),
cuidados na colheita e na prevenção de contaminações, local
de colheita (conjuntiva tarsal superior ou inferior) e instru-
mentos e meios de cultivos utilizados na obtenção das amos-
tras de conjuntiva(2-6,8-12,14-15,18-26,28-32).

Na seleção da amostra em estudo sobre micobiota de conjunti-
va, na maioria dos trabalhos são utilizadas amostras de conveniên-
cia, exceto em dois, a seleção foi randomizada(2-6,8-12-14-15,18-26,28-32).

Nesta investigação, os isolamentos de fungos na conjunti-

va de indivíduos diabéticos não foram correlacionados, segun-
do a lateralidade. Este fato não sugere que haveria mais infor-
mação, se esta variável fosse avaliada, segundo o número de
olhos com isolamentos de fungos. Pois, a identificação de fun-
gos num olho, permite o diagnóstico da existência de micobiota
em conjuntiva sadia nesse indivíduo(41). A forma de interpreta-
ção, mais comumente utilizada na literatura para os isolamentos
de fungos em conjuntiva sadia, é baseada no número de indiví-
duos com fungos nos olhos(2-4,6,8-11,14-15,18-19,22-25,28,30-32). Na ava-
liação do grau da retinopatia diabética, também se observou
que para a interpretação das avaliações das retinas dos diabéti-
cos, caso a análise fosse realizada por indivíduo, forneceria
informação similar, se analisada por olhos. Sendo utilizado para
diagnóstico de retinopatia diabética, o estádio do indivíduo.
Com isto, foi evitado aumento desnecessário do tamanho da
amostra e maior precisão nos resultados.

Um dos principais critérios de inclusão, utilizado em estu-
dos sobre micobiota em conjuntiva sadia, é a ausência de doen-
ças oculares de superfície ou intra-ocular(2-6,8-11,14-15,19,24-26,29-31).
Em alguns trabalhos, é observado que os autores consideraram
como portadores de conjuntivas normais, indivíduos com si-
nais clínicos de tracoma cicatricial(24) e em uso de drogas anti-
glaucomatosas(7) ou em tratamento de uveíte. Em outros estu-
dos, os critérios de inclusão não foram descritos(4,18,22-23,25).

A instilação de drogas na conjuntiva, independente do
tipo do composto ativo presente, pode alterar a composição
do filme lacrimal por efeito de lavagem da superfície ocular(42).
Muitos pesquisadores não consideraram o uso de colírio,
como critério de inclusão(3-4,8,10). Enquanto que outros, estipu-
laram intervalos de tempo sem uso de medicamentos tópicos.
Este prazo não foi mencionado em alguns estudos, em outros
variou de 30 dias a seis meses e até um ano(2,5-6,9,11,14-15,19,24-26).

A presença de indivíduos diabéticos entre as pessoas
avaliadas quanto à presença de fungos em conjuntiva, ocorre
em um trabalho, não havendo associação com isolamentos de
fungos(12). A ocorrência de DM, como condição para exclusão
das pessoas avaliadas, não foi descrita em nenhuma investi-
gação(2-6,8-11,14-15,18-26,28-32).

Na realização do teste de esterilidade das zaragatoas, an-
tes da colheita, procura-se comprovar a validade da esterilida-
de desses materiais. Na literatura, há relato somente de um
pesquisador que utilizou este procedimento pré-colheita(3).
Outros autores avaliaram o tempo de exposição das zaraga-
toas estéreis ao ar, no local da colheita, não sendo considera-
do fator de contaminação no meio de cultivo(2,10). O halo de
calor gerado por chama de lamparina comum, colocada próxi-
mo do local de semeadura, foi usada para diminuir a taxa de
contaminação por via aérea. Assemelhando-se a procedimen-
tos realizados em outras investigações, utilizando bico de
Bunsen(14-15).

No estudo da micobiota conjuntival, o tarso inferior tem
sido o local mais freqüente para raspagem com zaragatoas ou
espátula de platina(2,4,7-8,10,12,19,22-24,26). Em algumas pesquisas, a
colheita se realizou na conjuntiva tarsal superior(9) e em

Tabela 5. Discriminação das espécies fúngicas isoladas do ar da
sala e na conjuntiva dos indivíduos diabéticos avaliados, segundo

data de colheita, São 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

Março Aspergillus niger Aspergillus fumigatus
2002 Exserohilum rostratum Aspergillus niger

Nattrassia mangiferae
Scytalidium hyalinum

*espécies fúngicas em negrito representam coincidências entre os fungos
isolados do ar e aqueles encontrados na conjuntiva dos indivíduos examinados
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outras, em ambos os sítios(3,5). Dos locais de colheita, não
foram observadas diferenças significantes quanto à ocorrên-
cia de isolamentos.

Em estudos microbiológicos da conjuntiva humana, a forma
mais utilizada para se obter material é o raspado, podendo ser
realizado com zaragatoa seca(5,10,19,25-26,30-31), zaragatoa umedeci-
da em solução salina estéril(2,12,14-15,23,29,32) ou umedecida em meio
de cultivo(6-7,11) e raspado com espátula de platina(3-4,8-9,18,22).

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
solução salina estéril, não diferiram dos demais.

Em estudo de citologia de saco conjuntival, quando com-
paradas às formas de colheita de conjuntiva, foi evidenciado
que os resultados de raspado com uso de zaragatoas secas ou
úmidas são superiores aos realizados com espátula de platina,
pois nesta ocorre mais traumatismo da amostra. Além disto,
com uso de zaragatoas secas se obtém maior número de célu-
las epiteliais(43).

A taxa de crescimento dos fungos é altamente dependente
da quantidade de amostra inoculada. Normalmente, amostras de
conjuntiva apresentam quantidade reduzida de material, sendo
prudente não usar meio de transporte e fazer a semeadura direta
no meio de cultivo para primo-isolamento(44). 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%(3,19,23,27).

Neste experimento, utilizou-se o método da gravidade para
obtenção das amostras de fungos do ar. Este método já foi
aplicado em trabalhos com objetivos similares(13-15,40). Obser-
va-se mais comumente o uso de exposições entre 10 a 30
minutos(12-15,40). Alguns fatos sugerem que fungos anemófilos,
presentes nas salas de colheita deste estudo, podem não estar
associados ou influenciados nos resultados dos cultivos das
amostras de conjuntiva, pois várias pessoas avaliadas eram
procedentes de bairros diferentes dos locais de colheita.
Essas pessoas ficaram em média, cinco minutos na sala de
colheita, não havendo presença de fluxo de ar corrente no
interior da sala. Tem sido citado que indivíduos expostos por
longo prazo a ambientes fechados, exemplo: detentos, podem
ter suas conjuntivas contaminadas pela micobiota anemófila
do local(4,30). Outros autores ampliam essa associação também
a ambientes abertos(6-7,10,12).

A micobiota da conjuntiva sadia, identificada nos indiví-
duos participantes deste estudo foi reduzida. O número de
colônias de fungos presentes na conjuntiva dos indivíduos
avaliados, variou de uma a 11 colônias por gênero. Em metade
dos fungos isolados foi observado crescimento de apenas uma
colônia. Semelhantes resultados foram achados em alguns tra-
balhos(6,12); em outros, foi verificado maior número de colônias
por gênero isolado(14-15). Analisando os resultados deste estu-
do, pelo baixo número de colônias em cada cultivo(6,12) e alta
freqüência de isolamentos monoculares(10), é sugestivo que a

micobiota isolada na conjuntiva dos diabéticos dessa amostra
seja transitória, significando que, caso se repetisse os cultivos
nos indivíduos avaliados, haveria pouca possibilidade de se
encontrar fungos nas mesmas conjuntivas, ou caso houvesse
isolamentos positivos nessas conjuntivas, a ocorrência das
mesmas espécies, seria pouco provável.

Nesta pesquisa não foi repetido o cultivo dos casos positi-
vos, porque tem sido desaconselhada esta abordagem em
diversas investigações(3-4,6-7,10-11,16).

Segundo dados climatológicos, obtidos continuamente
próximos aos locais de colheita das amostras, não foram ob-
servadas diferenças nas médias da temperatura do ar e da
precipitação de chuvas entre as regiões dos locais de colheita
no período deste estudo. Os dados dessas estações são re-
presentativos das características climáticas da cidade de São
Paulo(38).

Em alguns estudos, é avaliada a influência da sazonalidade
sobre a micobiota conjuntival(11-12,17). No presente estudo, em
concordância com a literatura observamos maior número de
isolamento de fungos em determinados meses com associação
significante nos meses de maior taxa de precipitação de chu-
vas em relação àqueles com menores taxas(38). Em trabalho
realizado em zona rural da Índia, ocorreu associação entre
baixa precipitação e maior número de fungos no ar(11). Duas
investigações realizadas na cidade de São Paulo sobre mico-
biota conjuntival em indivíduos portadores de síndrome da
imunodeficiência adquirida, não revelaram variações signifi-
cantes segundo a estação climática ou mês do ano.

Em relação aos diabéticos avaliados, as variáveis: idade,
sexo, glicemia plasmática de jejum, tempo de diagnóstico, tipo
de tratamento e grau de retinopatia não estão associadas à
presença ou não de fungos na conjuntiva desses indivíduos.

As idades dos indivíduos diabéticos não foram homogê-
neas. Contudo, não foi observada influência da idade sobre a
ocorrência de isolamentos positivos para fungos. Em apenas
uma pesquisa foi verificada diferença significante segundo a
idade(15).

Analisando a micobiota conjuntival segundo as faixas etá-
rias dos indivíduos, verifica-se que esta variável sugere alguma
interferência, de tal forma que, em estudos envolvendo recém-
nascidos, a positividade do cultivo de amostras de conjuntiva
varia de 1,9% a 14,3%(2,30). Em crianças, a partir de dois meses de
idade e jovens até 18 anos, os resultados variam de 1,5 a 43,5%
dos indivíduos(2,10,28). Em pessoas com idades entre 19 e 85
anos, as freqüências obtidas variam de 3,2 a 72% de indivíduos
com isolamento fúngico positivo(2-3,10,14-15,25,28,30-32).

Comparando-se a biota presente na conjuntiva, segundo a
variável sexo, observa-se que as freqüências foram semelhan-
tes em diversos estudos(2-6,8-12,14-15,18-26,28-32). Na seleção dos
diabéticos tipo 1 e tipo 2 não se observou distribuição homo-
gênea segundo sexo, porém não houve influência desta variá-
vel na ocorrência, ou não, de isolamentos positivos nesses
indivíduos.
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O tempo de diagnóstico de DM entre os indivíduos com
DM tipo 1 foi maior do que os diabéticos tipo 2, porém, essa
diferença não foi verificada em relação ao número de isolamen-
tos em cada grupo. Nesta investigação, não houve controle
do tipo de DM dos indivíduos, naturalmente pela história
natural do DM tipo 1. É aceitável que esses pacientes tenham
maior tempo de diagnóstico do que os diabéticos tipo 2(45).

A manifestação de retinopatia diabética nos indivíduos ana-
lisados foi uniforme em relação ao tipo de DM, não sendo
evidenciada associação com cultivos de fungos na conjuntiva.
A presença de retinopatia diabética está relacionada com con-
trole irregular da glicemia e com o tempo de diagnóstico(46).

Em relação aos fungos isolados na conjuntiva dos indiví-
duos avaliados neste estudo, quase todos já haviam sido
identificados em casos de infecções oculares, exceto os gêne-
ros Ulocladium e Chaetomium(22,28,47-48).

Concordando com este estudo, Aspergillus ssp. é o gêne-
ro mais isolado na maioria dos relatos sobre micobiota em
conjuntiva sadia, em ceratite micótica e na micobiota anemófi-
la(2-6-8-12,14-15,18-26,28-30). Em dois relatos, não foi identificado na
conjuntiva(31-32).

O gênero Penicillium ssp. foi o segundo fungo mais fre-
qüente da conjuntiva de diabéticos, confirmando resultados
anteriores em trabalhos sobre micobiota de conjuntiva sadia
de indivíduos normais(2-5,8,10-12,14-15,19-21,23-26,28-30). Penicillium
ssp. tem sido freqüentemente isolado em casos de ceratites
micóticas e da biota do ar(16,40,48).

Em relação aos gêneros Acremonium, Chaetomium, Colle-
totrichum, Fonsecaea, Penicillium, Phoma, Ulocladium e o
fungo Mycelia sterilia, não foram encontradas descrições
desses agentes causando infecções micóticas em diabéticos.

Fungos leveduriformes não foram isolados nesta pesqui-
sa, porém são citados na maioria dos estudos sobre micobiota
de conjuntiva sadia(2-6,8-12,14-15,18-25,28-32).

A avaliação da micobiota conjuntival em indivíduos diabé-
ticos, residentes em zona rural, seria um estudo interessante
para elucidar dúvidas quanto à influência do ambiente, toman-
do-se cuidados semelhantes aos realizados neste estudo.

CONCLUSÕES

Observou-se que em diabéticos residentes em área urbana,
com conjuntiva sadia, a biota ocular é composta de fungos.
Não se observou associação significante entre número de
isolamento fúngico e tipo de diabetes melito, idade, sexo,
tempo de doença, tipo de tratamento e estádio da retinopatia
diabética. O número de colônias de fungos por placas foi
reduzido nessa população e acredita-se que apesar da mico-
biota existir na conjuntiva, seria necessária a ação de algum
fator para permitir a geração de doença em olhos sadios. A
despeito dos cuidados tomados na sala, durante o processo
de colheita, verificou-se algumas coincidências entre as espé-
cies fúngicas encontradas no ar e as identificadas na conjun-
tiva dos indivíduos estudados.
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ABSTRACT

Purpose: 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
mycobiota in the sampling rooms. Methods: A cross-sectional
study was carried out on 803 diabetics who reside in the urban
area of São Paulo-SP/Brazil. Sabouraud‘s dextrose agar cultu-
re with chloramphenicol was used for primoisolation, and the
key of De Hoog was used to identify filamentous fungi. Resul-
ts: Of the evaluated diabetics, 6.6% (53/803) presented type 1
diabetes and 93.4% (750/803) type 2. The positive cultures for
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 mycobiota in 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 mycobiota was identified.

Keywords: 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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