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CAPITULO |

1. REVISAO DE LITERATURA

Organismos fungicos da superficie ocular tém sido descritos em diferentes
regides e espécies animais, como ruminantes, suinos, aves, cdes, gatos, equinos, animais de
laboratério e silvestres (WOLF et al., 1983; SAMUELSON et al., 1984; MOORE et al.,
1988; GIONFRIDDO et al., 1992; DAVIDSON et al., 1994; ESPINOLA & LILENBAUM,
1996; COOPER et al., 2001; PINARD et al., 2002; NARDONI et al., 2007; SPINELLI et al.,
2010; DE SOUSA et al., 2011; JOHNS et al., 2011; BONELLI et al., 2014; TAMARZADEH
& ARAGHI-SOOREH, 2014). Nos estudos de microbiologia da cornea e conjuntiva de
equinos higidos, o Aspergillus spp. foi o género de maior incidéncia (SAMUELSON et al.,
1984; MOORE et al., 1988; ANDREW et al., 1998; ROSA et al., 2003; BARBASSO et al.,
2005; NARDONI et al., 2007; DE SOUSA et al., 2011; VOELTER-RATSON et al., 2013;
KHOSRAVI et al., 2014). Outros organismos descritos com alta frequéncia foram Fusarium
spp., Penicillium spp., Cladosporium spp., Scopulariopsis spp. e Candida spp., em diferentes
regibes geograficas (PISANI et al., 1997; ANDREW et al.,, 2003; ROSA et al., 2003;
BARBASSO et al., 2005; NARDONI et al., 2007; DE SOUSA et al., 2011; KHOSRAVI et
al., 2014). O género Mucor spp. e hifas demacias, também foram observados em estudos
similares (ANDREW et al., 2003; JOHNS et al., 2011). Isolados fungicos de olhos sem
afeccdo parecem variar de acordo com a localizacdo geografica e fatores como idade, sexo,
sistema de criacdo e clima. A frequéncia com que cada agente € isolado também varia (ROSA
et al., 2003; NARDONI et al., 2007; JOHNS et al., 2011; BONELLI et al., 2014). Em um
estudo realizado na Fldrida, ndo houve correlacdo entre a incidéncia dos fungos em relacéo a
estacdo climatica de cavalos avaliados nos quatro periodos ao longo do ano. Em regifes onde
diferengas climaticas sdo marcantes, é observada alteragdo da microbiota ocular (ANDREW
et al., 2003).



Os fungos sdo habitantes naturais da superficie ocular equina, em simbiose
com bactérias do mesmo ambiente (KHOSRAVI et al., 2014). Essa microflora é controlada
por uma série de mecanismos que mantém o equilibrio populacional e impedem o excesso de
crescimento potencialmente nocivo ao hospedeiro, auxiliando na manutencdo de uma
superficie ocular saudével através da prevencdo do crescimento de agentes patogénicos
(NARDONI et al., 2007; KHOSRAVI et al., 2014). Os organismos fungicos de importancia
oftdlmica sdo classificados em filamentosos, que produzem col6nias de crescimento aéreo
com aspecto algodonoso, plumoso ou pulveroso, e as leveduras que produzem uma coldnia
opaca, cremosa ou pastosa no meio de cultura (ROSA et al., 2003). Fungos envolvidos na
infeccdo da cdrnea equina geralmente fazem parte da flora conjuntival, que sugestivamente é
transitoria e semeada do ambiente, podendo variar com a regido geografica e estacao
climatica (ROSA et al., 2003; NARDONI et al., 2007).

A cdrnea pertence a tunica fibrosa juntamente com a esclera, sua maior funcéo
é refracdo da luz possibilitando a visdo, e mantendo uma barreira fisica, dura e impermeavel
entre o olho e o ambiente (GELATT et al., 2013). A conjuntiva € uma membrana fina e
transparente, dividida em porcéo palpebral e bulbar, o fornix é a juncdo entre elas, onde se
forma uma estrutura similar a um saco. O filme lacrimal recobre a cdrnea e a conjuntiva e
desempenha varias funcBes, como lubrificacdo, suporte de oxigénio e nutrientes. Em uma
superficie ocular normal, o epitélio corneano e conjuntival intactos e a acdo do fluxo lacrimal
combinado com o movimento das palpebras tendem a reduzir mecanicamente a contaminacao
por micro-organismos . Macrofagos e imunoglobulinas A presentes na lagrima, sua
integridade quantitativa e qualitativa, e a presenca de bactérias na superficie ocular previnem
a infeccdo fungica local. Esses mecanismos fisicos, antimicrobianos, metabdlicos e
imunoldgicos constituem um importante sistema de defesa inato do olho, fornecendo protecao
contra organismos com potencial patogénico (ROSA et al., 2003; DE SOUSA et al., 2011,
GALER & BROOKS, 2012).

A epidemiologia desses organismos nos equinos deve ser tratada com atencao,
pois as doengas de cornea nos cavalos sdo diagnosticadas com maior frequéncia em relagdo a
outras espécies animais. Samuelson et al. (1984) reportaram maior prevaléncia de isolados
fangicos em cavalos (95%) e em bovinos (100%), comparativamente ao observado em cées
(22%) e gatos (8%). Esse pode ser o resultado de varios fatores, como a diferenga do tamanho
do bulbo ocular, com posicionamento proeminente e lateralizado, consequentemente com
maior superficie de exposi¢do e maior suscetibilidade a lesdo. No ambiente onde os equinos

sdo criados ha também maior presenca de organismos fangicos e seus esporos (NARDONI et



al., 2007; GALERA et al., 2012; WADA et al., 2013). Entendendo que a microbiota natural é
um possivel complicador nas ceratoconjuntivites, entre as alteragdes oftdlmicas ressalta-se a
ceratomicose, devido a dificuldade de diagnostico e tratamento, bem como ao seu alto
potencial de causar perda visual (DE SOUSA et al., 2011; GALERA et al., 2012; GALERA
& BROOKS, 2012; BONELLI et al., 2014).

Mais de 30 géneros de fungos ja foram reportados como causa de ceratomicose
em equinos, sendo Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp. os isolados
predominantes (ANDREW et al.,, 1998; ROSA et al., 2003; SANSOM et al., 2005;
NARDONI et al., 2007; GALAN et al., 2009; PEARCE et al., 2009; DE SOUSA et al., 2011;
JOHNS et al., 2011; BROOKS et al., 2013; WADA et al., 2013; KHOSRAVI et al., 2014).
Os mesmos fungos sdo habitantes naturais da microflora conjuntival equina, mas podem se
tornar patogénicos ap0s uma leséo corneana, comumente realizada por material vegetativo, ou
também em Ulceras tratadas anteriormente com antibioticos ou anti-inflamatérios esteroidais,
ou até ambos, por longo periodo sem resolucéo clinica (GALERA et al., 2012).

A infeccdo por fungos requer a inoculagdo, invasdo e colonizacdo da cornea
por um agente viavel através do epitélio lesionado. A ceratomicose é encontrada como formas
ulcerativas e ndo ulcerativas. Essa ceratite pode ser agrupada em trés categorias. A forma
inicial é a ceratomicose superficial, que inclui alteracbes do filme lacrimal e microerosdes,
Ulceras corneais superficiais, e placa de formacdo flngica. Outra classificacdo € a
ceratomicose ulcerativa estromal, em que as Ulceras de cérnea sdo mais profundas, tendo a
fusdo de varias Ulceras e podendo desencadear a ceratomaldcia, e ndo muito raro até a
perfuracdo ocular. E encontrada também a formacio de abcessos estromais. Essa afecgéo
pode ter um inicio insidioso, normalmente apds lesdo com objetos de origem vegetal, com um
periodo de cura prolongada e terapias medicamentosas intensivas, resultando em uma extensa
cicatriz fibrovascular (CLODE, 2010; GALERA et al., 2012; GELATT, 2013). Como
métodos diagnosticos para ceratomicoses 0 uso dos corantes vitais fluoresceina e rosa bengala
quando positivos indicam, respectivamente, perda do epitélio seguido ou ndo de perda do
estroma da cornea e instabilidade do filme lacrimal sobre a superficie ocular. A identificacéo
do agente patoldgico, mediante analise citologica e microbioldgica, é extremamente relevante
para a conducdo terapéutica. O tratamento clinico inclui uma alta frequéncia de instilagdes
topicas e na maioria das vezes esta associada a procedimentos cirurgicos (GALERA &
BROOKS, 2012).



1.1 Justificativa

O conhecimento da microbiota conjuntival normal, associado a padrdes de
sensibilidade antimicrobiana, auxiliam médicos veterinérios a escolherem um tratamento
empirico para Ulceras corneanas, ja que o tratamento precoce melhora o prognéstico da
doenca. Baseado nas evidéncias de que essa flora pode variar com a localizagcdo geogréfica,
achados de um estudo podem nao ser aplicaveis aos equinos de outras regides. Devido a isso,
é de interesse de clinicos e veterinarios oftalmologistas, conhecer as diferencas na prevaléncia
geografica de fungos na superficie ocular dos cavalos, fatores de riscos que envolvem a
ceratomicose, sinais clinicos e medicagfes antifungicas efetivas. Este estudo contribuird para
o diagndstico da ceratomicose, ainda ndo descrita na regido Centro-Oeste e posteriormando

norteara a conducdo de estudos em terapéutica fingica para equinos.

1.2 Objetivo

Isolar, identificar e descrever a incidéncia de fungos na microbiota conjuntival
de equinos saudaveis, originados do Regime de Cavalaria Montada do Distrito Federal, e
analisar o efeito da localizacdo geogréfica, estacdo do ano e género dos animais,
possibilitando o auxilio no tratamento de ceratomicoses. Adicionalmente, pretende-se avaliar

a relacdo entre o meio de cultura utilizado e o crescimento de isolados fungicos.
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RESUMO

Objetivo Identificar e descrever a incidéncia de fungos na conjuntiva ocular de equinos
saudaveis do Distrito Federal, e correlacionar com a estacdo do ano, género de animal e meios
de cultura utilizados, bem como avaliar a relacdo entre o meio de cultura utilizado e o

crescimento de isolados flngicos.

Animais estudados Cinquenta cavalos (100 olhos), machos e fémeas, com idade entre sete e

31 anos, provenientes do Regimento de Policia Montada do Distrito Federal, Brasil.

Procedimentos Swabs do férnix conjuntival foram coletados e transportados em meio Stuart e
solucdo salina, para semeadura em Agar Sabouraud e Agar Mycosel. O efeito da estacio

climética, género e meio de cultura, na frequéncia de fungos isolados foi avaliada.

Resultados Culturas positivas foram obtidas em 220 amostras de um total de 300. Os cultivos
apresentaram 33,67% de crescimento de bactérias e 55,97% de crescimento fungico. O
Aspergillus spp. foi 0 género mais incidente, encontrado em 26,33% das amostras, mais
presente no verdo, seguido pelo Cladosporium spp. 9%, Rhodotorula spp. 7,33%, Candida
spp. 2,33%, Malassezia spp. 5,66%, Penicillium spp. 2,33%, Scopulariopsis spp. 2%,

Fusarium spp. 0,66% e Exophiola jeanselmei 0,33%.

Conclusédo Os fungos filamentosos foram mais prevalentes que as leveduras. A maior
frequéncia foi do género Aspergillus spp. no verao, seguido do Cladosporium e Rhodotorula,
caracterizados como fungos ambientais e agentes de infeccBes oportunistas. Bactérias,
Aspergillus spp e Cladosporium spp. tiveram maior crescimento no meio Sabouraud, devido a

seletividade do meio Mycosel.

Palavras-chave: fungos, superficie ocular, cavalos, ceratomicose, Aspergillus
spp.,microbiota.
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ABSTRACT

Objective To identify and describe the incidence of fungi in the ocular conjunctiva of healthy
horses of the Federal District, and to correlate with the season of the year, animal genus and
culture media used, as well as to evaluate the relationship between the culture medium used

and the growth of fungal isolates.

Animals studied Fifty horses (100 eyes), males and females, aged between seven and 31 years

old, coming from the Mounted Police Regiment of the Federal District, Brazil.

Procedures Swabs of conjunctival fornix were collected and transported in Stuart medium
and saline solution for sowing in Sabouraud Agar and Mycosel Agar. The effect of climatic

season, genus and culture medium, on the frequency of isolated fungi was evaluated.

Results Positive cultures were obtained in 220 samples of a total of 300. The cultures had
33.67% of bacterial growth and 55.97% of fungal growth. Aspergillus spp. was the most
incident genus, found in 26.33% of the samples, most present in the summer, followed by
Cladosporium spp. 9%, Rhodotorula spp. 7.33%, Candida spp. 2.33%, Malassezia spp.
5.66%, Penicillium spp. 2.33%, Scopulariopsis spp. 2%, Fusarium spp. 0.66% and Exophiola

jeanselmei 0.33%.

Conclusion Filamentous fungi were more prevalent than yeasts. The highest frequency was of
the genus Aspergillus spp. in the summer, followed by Cladosporium and Rhodotorula,
characterized as environmental fungi and agents of opportunistic infections. Bacteria,
Aspergillus spp and Cladosporium spp. had greater growth in the Sabouraud medium, due to

the selectivity of Mycosel medium.

Key words: fungi, ocular surface, horses, keratomycosis, Aspergillus spp., Microbiota.



11

INTRODUCAO

Fungos e bactérias sdo habitantes naturais da superficie ocular de humanos e animais.
Essa microflora residente auxilia na manutencdo de uma superficie saudavel, em equilibrio
com a condicdo imunoldgica do hospedeiro, prevenindo o crescimento de agentes
potencialmente patogénicos.’® Sao muitas as descricées da microbiota da superficie ocular
na literatura veterindria, tendo sido relatada em diferentes regiGes e espécies, como
ruminantes, suinos, aves, cdes, gatos, equinos, animais de laboratério e silvestres.®*®
Espécies fungicas encontradas como parte da microbiota ocular no equino saudavel podem ser
transitorias, relacionadas aos fungos presentes no ambiente.®*"?2Y_ Os organismos flingicos
de importancia oftdlmica sdo classificados em fungos filamentosos e leveduras. Esses fungos
envolvidos na invasao e infeccdo da cornea de equinos sdo 0s mesmos presentes na superficie
ocular saudavel, que varia com a regido geografica e estacéo climatica.*”?® Em isolamentos
fangicos feitos de conjuntiva e cornea, o género Arpergillus spp. foi o mais identificado na
superficie ocular dessa espécie animal. O Cladosporium spp., Penicillium spp.,
Scopulariopsis spp., Candida spp., Fusarium spp., entre outros, também foram encontrados,
mas com menor incidéncia.®*614162122 A enidemiologia desses micro-organismos deve ser
tratada de forma especial nos cavalos, ja que as afeccdes corneanas causadas por fungos tem
sido diagnosticadas com maior frequéncia em equinos que em outras espécies.®>?*2" |sso
pode se dar devido a uma variedade de fatores, como o tamanho do bulbo ocular, com
posicionamento proeminente e lateralizado e com maior superficie de exposi¢do, aumentando
a susceptibilidade ao trauma. O ambiente onde esses animais vivem também os tornam mais
expostos, sendo ambientes onde se tem maior contato com vegetacdo, como zonas rurais, ou
com pobre higienizac&o e confinamento, como estabulos.®?®

A superficie ocular é continuamente exposta a0 meio ambiente e consequentemente a
diferentes tipos de organismos. Isso pode ocorrer durante o nascimento ou em qualquer
momento da vida. Em uma superficie ocular normal, o epitélio corneano intacto, a acdo das
palpebras e os componentes do filme lacrimal previnem a colonizacdo de fungos e de
bactérias.®® Algumas dessas espécies que compdem a microflora ocular sdo inerentemente
patogénicas, enquanto outras podem causar doenga apos lesdo de cornea ou alteragcdes no
ambiente de superficie ocular. Lesfes sdo comumente provocadas por material vegetativo, ou
tambem em Ulceras tratadas anteriormente com antibidticos ou anti-inflamatdrios esteroides,

ou até ambos, por longo periodo.“*® Devido a isso, o conhecimento desses organismos é de
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grande importéncia, dada a ocorréncia de alteragcdes oculares em cavalos, principalmente a
ceratomicose.

A ceratomicose, com ou sem ulceracdo, € uma afeccdo ocular relevante na clinica de
equinos, devido ao alto potencial de causar perda visual. Sua ocorréncia € mais frequente em
locais Umidos, com clima subtropical, sendo pouco descrita em locais de clima seco. No
Brasil, ndo ha estudos disponiveis sobre a incidéncia de ceratomicose no entanto, ocorre e é
comum, devido as condicBes climaticas imidas e quentes que favorecem essa infecggo. 620
Dentre os sinais clinicos descreve-se ceratite resistente e duradoura, sendo em grande parte
ulcerativa, podendo evoluir para ceratomalacia e até perfuragdo corneana.®?® A forma inicial
é a ceratomicose superficial, que inclui alteracdes do filme lacrimal e microerosdes, Ulceras
corneais superficiais, e placa de formacdo fingica. E encontrada também a formacgio de
abcessos estromais. Outra classificacdo € a ceratomicose ulcerativa estromal, em que as
Ulceras de cornea sdo mais profundas, ocorrendo fusdo de varias Ulceras e podendo
desencadear ceratomalacia e, nio raro, perfuracdo ocular. %%

Mais de 30 géneros de fungos ja foram reportados como causa de ceratomicose em
equinos, sendo Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp. os isolados

predominantes. 2%25:26:30.31)

Dessa forma, a identificacio do agente patologico é
extremamente relevante para a conducdo terapéutica, mediante analise citoldgica e
microbioldgica, a fim de selecionar um agente antimicrobiano com um espectro de acéo e
penetracdo tecidual apropriados. ¢8232)

Os objetivos desse estudo foram isolar e identificar os micro-organismos fungicos mais
comuns na conjuntiva ocular de cavalos clinicamente saudaveis do Distrito Federal, avaliar o
crescimento dos mesmos quanto ao meio de cultura utilizado, e terminar a influencia da
estacao climatica, a fim de melhor entender e tratar de forma mais eficaz a ceratomicose nesta

regido. (Copiar os objetivos do resumo, eles devem ser iguais)

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram incluidos neste estudo 50 cavalos (100 olhos) , machos ou fémeas, com idade entre
7 e 31 anos, da raca Brasileiro de Hipismo e sem evidencias de doencas sistémica ou oculares
pré-existentes. Os animais eram provenientes do Regimento de Policia Montada, do Distrito
Federal (Brasil), e criados em regime de pasto.. Foram selecionados a partir do historico

clinico, exame fisico e exame oftalmico com biomicroscépio com lampada em fenda e
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oftalmoscopio direto, pelo mesmo examinador. As coletas foram divididas em duas etapas,
sendo a primeira em Fevereiro, na estacdo do verdo, com média de temperatura ambiente de
28°C e umidade relativa do ar de 60%, e a segunda em Setembro, na estacdo do inverno, com
temperatura de 25°C e umidade de 20% (ano de 2017). Este estudo foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso Animal (CEUA), com niimero de protocolo 150344/2015.

Coleta e processamento das amostras

Realizou-se limpeza prévia das palpebras com gaze estéril umedecida em solugédo
fisiologica, para remocéo das crostas e secrecBes. As amostras foram coletadas dos olhos
esquerdos e direitos, fazendo retropulsdo do bulbo através do fechamento parcial da palpebra
superior, expondo conjuntiva e férnix ventral, onde foi posicionado o swab com movimentos
giratorios, com cuidado especial para ndo tocar vibrissas, palpebras e cilios. Dois swabs foram
utilizados em cada olho, sendo um swab inserido no meio Stuart e o outro, lavado em solugéo
salina a 0,9%,. Os swabs foram imediatamente encaminhados para o Laboratério de
Imunologia da Faculdade de Saude da Universidade de Brasilia. Os swabs transportados em
meio Stuart foram semeados em tubos com meios de cultura diferentes, sendo primeiro no
meio Agar Sabouraud e ap6s no Agar Mycosel, identificados como tubos A e C,
respectivamente. Os swabs lavados em solugéo salina foram semeados em um terceiro tubo
com Agar Sabouraud, identificado como B. Os tubos foram armazenados em temperatura
ambiente (24 a 28°C) e avaliados quanto ao crescimento a cada 3 dias. Decorridos 15 dias, as
amostras que ja apresentavam crescimento de coldnias foram analisadas e as demais foram
reincubadas até 30 dias, quando eram descartadas se ndo houvesse crescimento de micro-
organismo.

Laminas de microscopia foram confeccionadas com amostras das coldnias, usando corante
lactofenol para fungos demaceos, e azul de algoddo para os hialinos. Para identificacdo de
algumas colénias foi necessario fazer outros métodos de identificacdo, como pesquisa de tubo
germinativo para identificar Candida spp., e microcultivo . A identificacdo dos isolados
fangicos filamentosos e leveduriformes foi realizada através das caracteristicas macroscépicas
das coldnias e micromorfoldgicas das estruturas fungicas. Os métodos de isolamento, cultivo

e identificacdo, foram realizados de acordo com o critério usado por Lacaz et al, 2002.%%

Andlise Estatistica



14

A distribuicdo de frequéncia absoluta e percentual de equinos saudaveis avaliados foi
incialmente apresentada de acordo com a estacdo do ano, sexo, olho direito ou esquerdo e
meio de cultura. Em seguida, uma andlise de variancia baseada no método dos minimos
quadrados ponderados foi realizada para a incidéncia de micro-organismos (dados
categdricos) na conjuntiva ocular dos equinos usando um modelo completo com efeitos
principais (estacdo do ano, sexo, lado do olho e meio de cultura) e suas interagcdes. Um efeito
foi considerado significativo somente quando o valor de probabilidade para o teste do y?,
obtido na analise de variancia, foi igual ou menor a 5% (P valor < 0,05). Os dados foram
analisados utilizando também um modelo mais simples com apenas os efeitos principais. Uma
analise de concordancia usando o coeficiente de Kappa foi realizada para verificar se algum
meio de cultura favorece ou ndo crescimento de dois micro-organismos simultaneamente. As
andlises de distribuicdo de frequéncia e concordancia dos dados foram conduzidas usando o
procedimento FREQ, enquanto que as analises de variancia foram conduzidas usando o
procedimento CATMOD do software Statistical Analysis System (SAS Inst. Inc., Cary, NC,
USA,; verséo 9.2).

RESULTADOS

Um total de 50 animais (100 olhos) foi utilizado neste trabalho, sendo 15 animais
avaliados no Inverno (3 fémeas e 12 machos) e 35 no Verdo (8 femeas e 27 machos) (Tabela
1). A escolha destes animais foi aleatoria e baseada na sanidade dos mesmos. A incidéncia de
micro-organismos na conjuntiva ocular foi estudada em trés diferentes meios de cultura (A, B,
C), resultando em 300 amostras.

Culturas positivas foram obtidas em 220 amostras de um total de 300, e 80 amostras nio
apresentaram crescimento de micro-organismo. No entanto, dos equinos utilizados no estudo,
todos apresentaram crescimento de no minimo um género fungico em pelo menos um dos
olhos. Os cultivos apresentaram 33,67% (101/300) de crescimento de bactérias e 55,97%
(168/300) apresentaram crescimento de fungos, sendo que 44 amostras apresentaram
crescimento de dois ou mais micro-organismos diferentes. As bactérias nao foram
identificadas. Foram identificados nove géneros de fungos, sendo 6 filamentosos e 3
leveduriformes. O Aspergillus spp. foi, significativamente, o género mais incidente,

encontrado em 26,33% das amostras (79/300). Seguido pelo Cladosporium spp. com 9%
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(27/300) de incidéncia, Rhodotorula spp. com 7,33% (22/300), Candida spp. 2,33% (7/300),
Malassezia spp. 5,66% (17/300), Penicillium spp. 2,33% (7/300), Scopulariopsis spp. 2%
(6/300), Fusarium spp. 0,66% (2/300) e Exophiola jeanselmei 0,33% (1/300) (Figura 1).

Uma vez que nenhuma interacdo entre estacdo do ano, género, olho direito e esquerdo e
meio de cultura foi significativa (Pvalor<0,05), os dados foram reanalisados usando um
modelo com apenas os efeitos principais.

Analisando a influéncia da estacdo do ano sobre a incidéncia de micro-organismos na
conjuntiva ocular de equinos saudaveis, pode-se observar que a estacdo do ano esta associada
com a incidéncia de Aspergillus spp., Malassezia spp., Penicillium spp. e Scopulariopsis spp.
(Tabela 2). A maior incidéncia de Aspergillus sp. foi verificada no Verdo, enquanto que a
maior incidéncia de Malassezia spp., Penicillium spp. e Scopulariopsis spp, foi verificada no
Inverno.

A incidéncia de bactérias e dos fungos Candida spp., Malassezia spp. e Exophiola
jeanselmei na conjuntiva ocular foi diferenciada entre machos e fémeas (Tabela 3). Observou-
se maior incidéncia de bactérias, de Candida spp. e de Malassezia spp. em fémeas, e maior
incidéncia de Exophiola jeanselmei nos machos. Embora uma diferenca estatistica fosse
detectada para a incidéncia de Exophiola jeanselmei, o nimero de casos foi irrelevante.

Nenhuma associagéo foi verificada entre os olhos direitos e esquerdos, e a incidéncia de
micro-organismos, como ja era esperado. A incidéncia de micro-organismos na conjuntiva
ocular do olho direito foi igual a do olho esquerdo.

O meio de cultura usado provoca resultados diferentes na incidéncia de alguns micro-
organismos da conjuntiva ocular de equinos saudaveis (Tabela 4). A incidéncia de bactérias
foi maior para 0 meio de cultura B (Meio de transporte solucdo salina 0,9% e meio de cultivo
Sabouraud ), intermediaria para 0 meio de cultura A (Meio de transporte Stuart e meio de
cultivo Agar Sabouraud) e menor para o meio de cultura C (Meio de transporte Stuart e meio
de cultivo Agar Mycosel). Ja a incidéncia de Cladosporium spp foi maior no meio de cultura
A e menores para 0s meios de cultura B e C, que ndo diferiram.

O valor do coeficiente de concordancia de Kappa pode variar de —1 a +1. Quanto mais
préximo de +1 for seu valor, maior é o indicativo de que existe uma concordancia entre 0s
valores atribuidos para presenca (1) e auséncia (0) de micro-organismos distintos. E quanto
mais proximo de zero, maior € o indicativo de que a concordancia é puramente aleatoria. Ja,
valores negativos para o coeficiente de Kappa sugerem que a concordancia encontrada foi
menor do aquela esperada por acaso. Nesse caso, existe uma discordancia, mas seu valor ndo

tem interpretacdo como intensidade de discordancia.
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E possivel observar que nos diferentes meios de cultura, no geral, os valores de
coeficiente de Kappa foram negativos e a porcentagem de casos em que dois micro-
organismos crescem simultaneamente é raro. Na maioria dos casos em que o valor do
coeficiente de kappa é positivo, o valor é justificado pela concordancia da auséncia de dois
micro-organismos simultaneamente e ndo pela presenca. A Unica relacdo que poderia ser
explicada pelo uso de meios de culturas diferentes é entre os micro-organismos Aspergillus
spp. e Cladosporium spp. O meio de cultura A demonstrou favorecer o crescimento de ambos
0s micro-organismos (K=0,28; 12% dos casos) quando comparados com 0s meios de cultura
B (K=0,21; 3% dos casos) e C (K=0,05; 2% dos casos).

Tabela 1. Distribuicdo de frequéncia absoluta e percentual de equinos saudaveis avaliados no
Regimento de Cavalaria Montada do Distrito Federal de acordo com a estacdo do ano, sexo,

olho direito e esquerdo, e meio de cultura.

Meio de cultura

Estacdo  Sexo Olho Total
A B C

Famea Direito 3 (1,00%) 3 (1,00%) 3 (1,00%) 9 (3,00%)

Inverno Esquerdo  3(1,00%)  3(1,00%)  3(1,00%) 9 (3,00%)
Macho Direito 12 (4,00%) 12 (4,00%) 12 (4,00%) 36 (12,00%)
Esquerdo 12 (4,00%) 12 (4,00%) 12 (4,00%) 36 (12,00%)

Famea Direito 8 (2,67%) 8 (2,67%) 8 (2,67%) 24 (8,00%)

Verdo Esquerdo 8 (2,67%) 8 (2,67%) 8 (2,67%) 24 (8,00%)
Macho Direito 27 (9,00%) 27 (9,00%) 27 (9,00%) 81 (27,00%)

Esquerdo  27(9,00%) 27 (9,00%) 27 (9,00%) 81 (27,00%)

Total 100 (33,33%) 100 (33,33%) 100 (33,33%) 300 (100,00%)

A: Meio de transporte Stuart e meio de cultivo Agar Sabouraud; B: Meio de transporte solucdo salina 0,9% e
meio de cultivo Sabouraud; C:Meio de transporte Stuart e meio de cultivo Agar Mycosel.

Tabela 2. Efeito da estacdo do ano sobre a incidéncia de micro-organismos na conjuntiva

ocular de equinos saudaveis no Distrito Federal.

) _ Estacéo do ano
Micro-organismo _ Valorde P '
Inverno (n=90) Veréo (n=210)

Bactérias 34 (37,78%) 67 (31,90%) 0,2244
Aspergillus spp 9 (10,00%) 70 (33,33%) 0,0011
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Cladosporium spp 6 (6,67%) 21 (10,00%) 0,9038
Rhodotorula spp 2 (2,22%) 20 (9,52%) 0,4576
Candida spp 4 (4,44%) 3 (1,43%) 0,0553
Malassezia spp 9 (10,00%) 8 (3,81%) 0,0128
Penicillium spp 6 (6,67%) 1 (0,48%) 0,0084
Scopulariopsisspp 5 (5,56%) 1 (0,48%) 0,0264
Fusarium spp 1(1,11%) 1 (0,48%) 0,1218
Exophiola

_ ) 0 (0,00%) 1 (0,48%) 0,1785
jeanselmei

*Valor de probabilidade para o teste do % (gl = 1) obtido na anélise de variancia de dados categéricos baseado
no método dos minimos quadrados ponderados usando o procedimento CATMOD do software Statistical
Analysis System (SAS).

Tabela 3. Incidéncia de micro-organismos na conjuntiva ocular de equinos saudaveis no

Distrito Federal, em relacdo ao género do animal.

Micro-organismo 560 Valorde P '
Fémea (n=66) Macho (n=234)
Bacteérias 30 (45, 45%) 71 (30, 34%) 0,0177
Aspergillus spp 16 (24, 24%) 63 (26, 92%) 0,9260
Cladosporium spp 4 (6, 06%) 23 (9, 83%) 0,5377
Rhodotorula spp 4 (6, 06%) 18 (7, 69%) 0,2674
Candida spp 2 (3, 03%) 5 (2, 14%) 0,0441
Malassezia spp 6 (9, 09%) 11 (4, 70%) 0,0261
Penicillium spp 1 (1, 52%) 6 (2, 56%) 0,1359
Scopulariopsis spp 1 (1, 52%) 5 (2, 14%) 0,0581
Fusarium spp 0 (0, 00%) 2 (0, 85%) 0,0560
Exophiola jeanselmei 0 (0, 00%) 1 (0, 43%) 0,0416

Valor de probabilidade para o teste do % (gl = 1) obtido na anélise de variancia de dados categéricos baseado
no método dos minimos quadrados ponderados usando o procedimento CATMOD do software Statistical
Analysis System (SAS).

Tabela 4. Incidéncia de micro-organismos na conjuntiva ocular de equinos saudaveis no

Distrito Federal, em relagcdo ao meio de cultura utilizado.

Micro-organismo Meio de cultura Valorde P
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A (n=100) B (n=100) C (n=100)

Bactérias 35 (35,00%) 49 (49,00%) 17 (17,00%) 0,0001
Aspergillus spp 35 (35,00%) 21 (21,00%) 23 (23,00%) 0,1053
Cladosporium spp 18 (18,00%) 3 (3,00%) 6 (6,00%) 0,0106
Rhodotorula spp 4 (4,00%) 4 (4,00%) 14 (14,00%) 0,0901
Candida spp 3 (3,00%) 2 (2,00%) 2 (2,00%) 0,9791
Malassezia spp 9 (9,00%) 5 (5,00%) 3 (3,00%) 0,4550
Penicillium spp 3 (3,00%) 2 (2,00%) 2 (2,00%) 0,8658
Scopulariopsis spp 2 (2,00%) 0 (0,00%) 4 (4,00%) 0,7658
Fusarium spp 1 (1,00%) 0 (0,00%) 1 (1,00%) 0,9720
Exophiola

) ) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1 (1,00%) 0,9685
jeanselmei

A: Meio de transporte Stuart e meio de cultivo Agar Sabouraud; B: Meio de transporte solucdo salina 0,9% e
meio de cultivo Sabouraud; C: Meio de transporte Stuart e meio de cultivo Agar Mycosel; "Valor de
probabilidade para o teste do x? (gl = 2) obtido na analise de variancia de dados categéricos baseado no método
dos minimos quadrados ponderados usando o procedimento CATMOD do software Statistical Analysis System
(SAS).

Figura 1. Exemplos de organismos flngicos encontrados. A, B e C: Aspergilus spp., microscopia de campo
claro, 100um; D: Penicillium spp. microscopia de campo claro, 100um; E e F: Scopulariopsis spp., microscopia
de campo claro, 100pum; G e H: Cladosporium spp., microscopia de campo claro, 100pm.
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DISCUSSAO

A populagdo fungica identificada no atual estudo é também observada em estudos
microbiologicos, realizados em paises e regides variadas. Em concordancia com a maioria
desses, 0 Aspergillus spp. foi 0 género de maior incidéncia na superficie ocular de equinos
saudaveis.(6813172021.23343%) 5 ganero Mucor spp. e hifas demacias também foram observados
com maior frequéncia em estudos similares.*'® Outros organismos descritos em olhos
normais com grande incidéncia sdao Fusarium spp., Penicillium spp. e Candida spp., em
diferentes regides geograficas.*®"2%2%538) Em contraste com esses resultados, 0s mesmos
géneros tiveram baixa frequéncia nos isolados do presente estudo, sendo que Candida spp. e
Penicillium spp. representaram 2,33% cada um, e Fusarium spp. 0,66%. A prevaléncia foi de
Aspergillus spp., apoés foram Cladosporium spp. com 9% de incidéncia, Rhodotorula spp.
com 7,33%, Malassezia spp. 5,66%, Candida spp. 2,33%, Penicillium spp. 2,33%,
Scopulariopsis spp. 2%, Fusarium spp. 0,66% e Exophiola jeanselmei 0,33%. Em
disparidade, o género Scopulariopsis spp. foi apresentado com alta incidéncia no Rio de
Janeiro.?Y No Estado de Alagoas, Cladosporium spp. e Rhodotorula spp. foram isolados com
baixa frequéncia.®

O Aspergillus € referido como agente fungico predominante na superficie ocular de
equinos saudaveis. Esse género é amplamente difundido no ambiente, solo e vegetacdo, e seus
conidios s&o encontrados na superficie de grios, consequentemente nas ragdes. E o fungo de
maior importdncia na Medicina Veterinaria, e € responsavel por diversos processos
patoldgicos.®” O Aspergillus spp., assim como os demais fungos encontrados nesse estudo,
sdo caracterizados como ambientais, 0 que sustenta 0 argumento de que estdo presentes na
superficie ocular por contaminacdo e constante exposi¢do ao agente. Mostrando o carater
oportunista da infeccdo dos fungos na cornea, que leva a ceratomicose por implantacdo do
agente apos um trauma (autor). Da mesma forma ocorre nos humanos, onde os principais
individuos acometidos por ceratomicose sdo trabalhadores rurais que sofrem acidentes
oculares.2%3¥) Ogs agentes descritos como principais causadores da ceratomicose S&o
Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp. e Candida spp.®3?¢28303839 o5 mesmos
géneros foram identificados no presente estudo, na conjuntiva de equinos clinicamente
saudaveis.

Os fatores que, sugestivamente, afetam a microbiota normal de equinos foram analisados
em outros estudos, como localizacdo geografica, clima e estacdo do ano. Alguns estudos ndo

observaram diferenca significativa em relacéo a essas condices ambientais.**%"?°21) Moore
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et al.®(1988), Pisani et al.®® (1997) e Sousa et al.®), (2011) (confira como cita),
demonstraram que a incidéncia dos fungos varia com a estacdo do ano, sendo maior no veréo,
assim como observado neste estudo, verificando-se maior frequéncia de Aspergillus spp.
nessa estacdo climatica, enquanto Malassezia spp., Penicillium spp. e Scopulariopsis spp.
tiveram maior incidéncia no inverno. A sazonalidade tem sido frequentemente sugerida como
um fator que afeta também a ocorréncia de ceratomicose, mas quando comparados os relatos
na oftalmologia equina, ndo é observado diferenca estatistica na frequéncia dessa afeccédo
entre as estagdes do ano.” mas os estudos compararam ou n&o?

Nesse estudo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre as
idades dos animais e os olhos direitos e esquerdos. Em relacdo ao sexo, foi observado que a
incidéncia de bactérias, e dos fungos Candida spp. e Malassezia spp. foi maior nas fémeas.
Nos demais relatos ndo houve descricdo de diferenca significativa quando a microbiota
fungica, a idade e o sexo sdo comparados.®®?" Mais estudos sdo necessarios para determinar
a influencia do clima e do género sobre a incidéncia dos organismos fungicos.

Os meios de cultura utilizados neste estudo foram o Agar Sabouraud, que favorece o
crescimento de leveduras e fungos filamentosos, e o Agar Mycosel, que contém
cicloheximida, seletivo para dermatofitos, e cloranfenicol, que inibe o crescimento de
bactérias e alguns fungos de crescimento rapido.”) O presente estudo mostra que a incidéncia
de bactérias foi maior para o meio de cultura B (amostra transportada em solucdo salina e
semeada em Agar Sabouraud) e A (transporte em meio Stuart e semeadura em Agar
Sabouraud), e menor no meio C (Agar Mycosel), o que era esperado devido ao principio
antibidtico presente nesse meio. O meio de cultura A também favoreceu o crescimento de
Aspergillus e Cladosporium, comparados ao meio B, que teve maior crescimento bacteriano,
competindo com o crescimento fangico, e a0 meio C, que é seletivo a dermatéfitos. Em
estudos similares, os meios utilizados foram Agar Sabouraud®!®”, Agar Sabouraud com
cloranfenicol ©2*?), Agar Mycosel®, onde néo foi analisada interacdo entre o crescimento

fangico e o meio utilizado.

CONCLUSAO

Os resultados desse estudo nos permite observar que uma grande variedade de fungos
coloniza a conjuntiva ocular de equinos clinicamente saudaveis. Os fungos filamentosos
foram mais prevalentes que as leveduras. A maior frequéncia foi do género Aspergillus spp.,

seguido do Cladosporium spp. e Rhodotorula spp., caracterizados como fungos ambientais,
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Candida spp. e Malassezia spp., habitantes da microbiota da pele, demonstrando que sdo
agentes de infeccGes oportunistas. A estacdo climética interferiu na incidéncia de alguns
géneros, sendo o Aspergillus spp. marcadamente mais frequente no verdo. As leveduras se
mostraram mais incidentes nas fémeas.

Em relacdo ao meio de cultura, conclui-se que o &gar Sabouraud é melhor para o cultivo
de fungos de crescimento rapido, e o &gar Mycosel permite a formacéo de coldnias dos fungos
potencialmente patogénicos. O meio de transporte Stuart favoreceu o crecimento fingico e

amostras transportadas em solucéo salina 0,9% apresentaram maior contaminacédo bacteriana.
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