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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

BANCO DE TECIDOS OCULARES HUMANOS

O uso de tecidos homologos para transplante, obtidos a partir da doacao autorizada por
familiares cujos pacientes tiveram morte cerebral ou parada cardiorrespiratoria, aumentou
expressivamente nos Ultimos anos. A capacitacdo das equipes, 0 aumento de profissionais
envolvidos, a implantacdo de rotinas para a localizacdo de potenciais doadores e entrevistas
dos familiares, aliados ao desenvolvimento de técnicas cirurgicas e protocolos avancados tem
facilitado o uso de varios tecidos para transplante em pacientes como é o caso, por exemplo,
dos tecidos oculares (ABTO, 2015).

Os bancos de tecidos oculares sdo definidos como estabelecimentos de satde que, com
infraestrutura fisica, equipamentos, técnicas e recursos humanos, ttm como competéncias a
busca de doadores, entrevista familiar, triagem clinica, social, fisica e laboratorial de
doadores. Séo responsaveis também pela retirada, identificacdo, transporte para o banco,
avaliacdo, processamento, acondicionamento, armazenamento e disponibilizacdo de tecidos
oculares de origem humana para uso terapéutico. Os bancos podem ainda fornecer tecidos
para pesquisa, ensino, treinamento, controle de qualidade ou validagdo de processos
(BRASIL, 2015).

Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, em 2015 o
Sistema Unico de Satde do Brasil (SUS) possuia apenas 47 bancos de tecidos oculares
distribuidos em todo o territério nacional, autorizados a funcionar e responsaveis pela
cobertura universal e integral dos 204 milhdes de habitantes (ANVISA, 2015; IBGE,2015).

A obtencdo e o processamento dos tecidos oculares sdo realizados com materiais e
instrumentais estéreis. As técnicas sdo executadas de forma asséptica, buscando prevenir ou
minimizar a contaminagdo microbiana e preservar as condic¢oes dos tecidos (BRASIL, 2015).

Quanto aos meios de preservacao, os mais utilizados pelos bancos para a conservagao
da cdrnea apds o processamento do tecido possuem gentamicina (efetiva principalmente
contra Gram negativos) e estreptomicina em sua formulacdo. N&o fazem parte das
formulacGes qualquer tipo de agente antifingico, sejam eles polienos, azois, pirimidinas ou
equinocandinas (MULLER, 2013). Estes meios sdo comerciais, registrados na ANVISA e
podem conservar os tecidos por até 14 dias (BAER, 1988).

Neste contexto, segundo a legislacdo brasileira, os bancos devem implementar agdes

de controle de qualidade com o objetivo de contribuir para que os tecidos sejam liberados e



disponibilizados depois que todos os parametros relacionados com a seguranga e a qualidade
do produto, ao longo de todos os processos realizados, tenham sido alcancados e julgados
como satisfatérios (BRASIL, 2015). No entanto, nenhum dos 47 bancos de tecidos oculares
atualmente em funcionamento realiza triagem microbioldgica de seus doadores ou de seus

processos.

A CORNEA

Cornea € a parte anterior transparente e protetora do olho dos vertebrados. Fica
localizada na regido polar anterior do globo ocular humano. A cdrnea, assim como o
cristalino, tem a funcéo de focar a luz através da pupila para a retina, como se fosse uma lente
fixa. Sua superficie anterior é eliptica, medindo aproximadamente 12,6 mm no meridiano
horizontal e, 11,7 mm no vertical. Com uma espessura média de 0,52 mm na regido central e
de 0,65 mm, ou mais, na regido periférica (KRACHMER, 2011).

A cornea é constituida de cinco camadas. Anteriormente é coberta pelo epitélio que
descansa sobre uma membrana basal que é considerada a primeira barreira ocular contra a
penetracdo de microrganismos. Logo abaixo, encontra-se a camada de Bowman, uma
membrana basal que é acelular. O estroma corneano ndo contém vasos sanguineos e
linfaticos, um aspecto que contribui ndo apenas para a transparéncia da cérnea, mas também
para a alta taxa de sucesso dos transplantes de cérnea. A membrana de Descemet serve de
suporte para o endotélio. O endotélio é a Gltima camada e que estd em contato com a parte
interna do olho, sendo responsavel pela deturgéncia do estroma, bombeando ativamente
fluidos de volta para a camara anterior do olho (KUMAR, 2015).

Considerando que a superficie da cornea estd em permanente contato com o meio
externo, existe uma discussdo sobre a existéncia de uma microbiota que pudesse ser
considerada como normal na superficie ocular. Willcox et al. publicaram em 2013 uma
revisdo da literatura na tentativa de caracterizar essa microbiota. Apds a revisdo, eles
identificaram como prevalentes os isolamentos que continham Estafilococos coagulase-
negativos, Propionibacterium sp., Staphylococcus aureus, Micrococcus sp., bactérias gram-
negativas e fungos. No entanto, em fungdo da variabilidade de técnicas utilizadas pelos
pesquisadores entre os diversos estudos analisados, os autores recomendaram a realizacdo de
estudos transversais e longitudinais para compreender melhor a prevaléncia dos isolamentos.

Neste sentido, estudos como o The Human Microbiome Project estdo sendo realizados com



objetivo de caracterizar comunidades microbianas encontradas em vérios locais do corpo

humano e procurar correlacbes entre as mudangas no microbioma e a satide humana.

TRANSPLANTE DE CORNEA

O primeiro transplante penetrante de cornea com sucesso permanente foi relatado em
1906 pelo oftalmologista austriaco Eduard Konrad Zirm. Ele operou um paciente de 45 anos
que havia perdido a visdo devido a uma queimadura quimica com cal(ZIRM, 1989).

Conceitualmente, o procedimento de transplante de cdrnea consiste em substituir a
porcdo doente da cornea de um paciente por uma cornea saudavel oriunda de um doador. A
substituicdo pode ser total (transplante penetrante) ou parcial (transplante lamelar anterior ou
lamelar posterior) (MOREIRA, 2008). Estes procedimentos sédo agrupados dependendo da
finalidade: melhorar a visdo (finalidade 6tica), corrigir perfuragdes oculares (transplante
tectonicos), terapéutico (para tratamento de infecgdes ndo responsivas) ou estético.
(HOLLAND, 2015).

As principais patologias que recebem a indicacdo do transplante de cornea como
tratamento s&o: ceratocone, em 65% dos casos, seguido da ceratopatia bolhosa (21%),
leucoma corneano (10%), distrofia de Fuchs (1,9%), distrofia Lattice (0,9%) e sindrome de
Steven Johnson (0,9%) (CALIX NETTO, 2006).

No Brasil, segundo a Associacio Brasileira de Transplante de Orgéos - ABTO, foram
realizados 13.861 transplantes de corneas em 2015. O Rio Grande do Sul foi responsavel pela
realizacdo de 784 transplantes (ABTO, 2015).

Das diversas complicacdes relatadas como consequentes ao transplante de cornea, a

infeccdo, também chamada de endoftalmite, é a mais preocupante.

ENDOFTALMITES

Endoftalmite € nome dado a infeccdo bacteriana ou fungica no interior do olho,
envolvendo estruturas como os humores vitreo e/ou aquoso. Podem ser classificadas como
enddgenas ou exdgenas(DURAND, 2013).

A endoftalmite endégena é causada por microrganismos oriundos do proprio corpo e

que foram disseminados pela corrente sanguinea até o olho. Os pacientes geralmente



apresentam os sintomas de sua infecgdo sistémica subjacente, mas as vezes podem apresentar
apenas sintomas oculares. Os principais microrganismos envolvidos neste caso sdo 0
Staphylococcus aureus, Estreptococos, Bacilos gram-negativos (por exemplo, Klebsiella)
(DURAND, 2013).

No entanto, a maioria dos casos de endoftalmites sdo do tipo exogenas, sendo
causadas por microrganismos oriundos do ambiente externo. As principais causas da
penetracdo desses microrganismos no interior do olho sdo: trauma; cérnea previamente
infectada; cirurgia prévia. Os principais microrganismos envolvidos nestes casos,
respectivamente, séo: Bacillus cereus e Estafilococos coagulase-negativos; Candida spp. -
particularmente Candida albicans; Propionibacterium acnes (DURAND, 2013).

A incidéncia de endoftalmite apds o transplante penetrante de cdrnea foi estimada por
Taban e colaboradores, a partir de uma revisao sistematica de 66 artigos publicados ao longo
de 25 anos, como sendo de 0,382% dos casos (TABAN et al., 2005). Em paises como 0s
Estados Unidos a incidéncia de endoftalmite pds-transplante é de 0,028%, podendo chegar até
0,1%, conforme a regido (PARDQOS,1982; EDELSTEIN, 2016). Ja no Reino Unido, ap6s uma
revisdao de 11 320 transplantes penetrantes realizados entre 1999 e 2006, a incidéncia de
endoftalmite foi de 0,67% (CHEN, 2015). No Brasil ndo existem estudos globais relatando a
incidéncia de endoftalmites apds o transplante. Sdo encontrados apenas estudos limitados a
uma unica instituicdo ou entdo relatos de caso (BECHARA, 1987; SCHIRMBECK, 2000;
GODOQY, 2004).

Entre os agentes microbianos frequentemente encontrados em culturas de corneas
com endoftalmite, grande parte sdo fungos principalmente do género Candida (incluindo as
espécies Candida albicans e Candida glabrata), Fusarium e Cladosporium (KLOESS, 1993;
KEYHANI, 2005; WILHELMUS, 2007; HASSAN, 2008; LE, 2015). Para o tratamento de
endoftalmites fangicas € comum na pratica clinica o uso de anfotericina B, voriconazol, ou
miconazol intraoculares, muitas vezes combinados com antifungicos orais, tépicos ou
subconjuntivais (WYKOFF, 2008).

1.1 JUSTIFICATIVA

Em virtude do aumento do nimero de doadores de tecidos oculares com diferentes
perfis sociais e clinicos e da possibilidade das cérneas doadas serem transportadoras de

agentes microbianos fungicos, o que resultaria em endoftalmites exdgenas devido a



10

contaminacdo do botdo coneoescleral, o presente trabalho torna-se de grande relevancia uma
vez que inexistem estudos brasileiros realizando a analise microbiologica das corneas
conservadas por bancos de tecidos oculares humanos, demonstrando a presenca de fungos

leveduriformes.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Determinar a presenca de fungos leveduriformes em corneas conservadas por bancos

de tecidos oculares humanos.

1.2.2 Objetivos especificos

- Identificar o crescimento de leveduras presentes nos tecidos corneanos;

- Identificar os possiveis géneros de fungos leveduriformes presentes nos tecidos;

- Identificar as possiveis espécies de fungos leveduriformes presentes nos tecidos.
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Resumo Objetivos: Em virtude do aumento do numero de doadores de tecidos oculares
com diferentes perfis sociais e clinicos e da possibilidade das coérneas doadas serem
transportadoras de agentes microbianos, principalmente fungos, o que resultaria em
endoftalmites exdgenas devido a contaminacdo do botdo coneoescleral, neste estudo foram
analisadas as corneas conservadas por bancos de tecidos oculares humanos, na busca de
isolamento de fungos leveduriformes. Métodos: Foram analisados 136 botbes corneoesclerais
processados por 07 bancos. Aliquotas do conservante dos botbes cdrneoesclerais foram
cultivas em duplicata em &gar sabouraud dextrose ¢ CHROMagar™ Candida. Analises
macroscopicas e microscopicas das colonias, assim como testes para a confirmacdo das
espécies de leveduras e para a suscetibilidade aos antifangicos também foram realizados.
Resultados: Das 136 amostras cultivadas, 11 (8,08%) apresentaram o crescimento de
coldnias fangicas. Na analise macroscopica e microscopica verificou-se a compatibilidade
com a morfologia leveduriforme. Das 11 culturas positivas para fungos, apds subcultivo em
CHROMagar™ Candida foram identificadas presuntivamente 04 (36,36%) espécies de
Candida glabrata, 03 (27,27%) de Candida krusei, 02 (18,18%) de Candida albicans e 02
(18,18%) de Candida tropicalis. No teste comercial Candifast® foram confirmadas as
identificacGes presuntivas realizadas anteriormente. Quanto a resisténcia aos antiflngicos,
Candida glabrata apresentou 75% de resisténcia a anfotericina B, nistatina, econazol,
cetoconazol, miconazol e fluconazol, exceto a flucitosina onde apresentou 50%. Candida
krusei apresentou 33,3% de resisténcia para anfotericina B. Candida albicans apresentou 50%
de resisténcia a anfotericina B, flucitosina e cetaconazol. Ja Candida tropicalis apresentou
50% de resisténcia para anfotericina B. Conclusdo: A taxa de contaminacdo por fungos
leveduriformes em cdrneas conservadas pelos bancos € consistente aos relatados na literatura.
Candida glabrata foi a espécie mais comumente isolada, mas também foram identificadas
Candida krusei, Candida albicans e Candida tropicalis. Candida glabrata apresentou maior
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resisténcia aos antifungicos. Mais estudos precisam ser feitos para elucidar esta questao, como
a desinfeccdo prévia da cdérnea com iodopovidona, ou a suplementacdo dos meios de
conservacao com antiflngicos.

Palavras-Chave Banco de tecidos — Doador de cdrneas — Transplante de cornea — Fungo —

Contaminacdo microbiana

Introducéo

O uso de tecidos homdlogos para transplante, obtidos a partir da doagdo autorizada pelos
familiares, aumentou expressivamente nos ultimos anos. A capacitacdo das equipes, 0
aumento de profissionais envolvidos, a implantacao de rotinas para a localizagdo de potenciais
doadores e entrevistas dos familiares, aliados ao desenvolvimento de técnicas cirdrgicas e
protocolos avancados tem facilitado o uso de varios tecidos. Dentre os diversos tipos de
tecidos disponiveis, 0 mais utilizado em transplantes sdo os tecidos oculares processados
pelos bancos (ABTO 2015).

Os bancos de tecidos oculares (BTO) sdo definidos como estabelecimentos de salide que, com
infraestrutura fisica, equipamentos, técnicas e recursos humanos, tém como competéncias
desde a busca de doadores até a disponibilizacdo de tecidos oculares de origem humana
processados para 0 uso terapéutico, pesquisa, ensino, treinamento, controle de qualidade ou
validacao de processos (Brasil 2015). Embora a legislacdo brasileira para BTO determine a
implementacdo de ac¢des de controle de qualidade, nenhum dos bancos em funcionamento no
Brasil realiza a triagem microbiolégica como rotina para a selecdo dos seus doadores.
Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 2015 o Sistema
Unico de Saude do Brasil (SUS) possuia apenas 47 BTO distribuidos em todo o territdrio
nacional, autorizados a funcionar e responsaveis pela cobertura universal e integral dos 204
milhdes de habitantes. Estes 47 bancos foram responsaveis pelo fornecimento de 16.387
tecidos destinados ao transplante de cornea (ANVISA 2015; IBGE 2016).

Conceitualmente, o procedimento de transplante de cdrnea consiste em substituir a porcao
doente da cornea de um paciente por uma cornea saudavel oriunda de um doador. A
substituicdo pode ser total, transplante penetrante, ou parcial, transplante lamelar anterior ou
lamelar posterior (Moreira et al. 2008). No Brasil, segundo a Associacdo Brasileira de
Transplante de Orgdos (ABTO), foram realizados 13.861 transplantes de corneas em 2015. O
Rio Grande do Sul foi responsavel pela realizacdo de 784 destes transplantes (ABTO 2015).
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Das diversas complicacfes j& relatadas envolvendo o transplante de cdrnea, a infeccéo,
chamada de endoftalmite, é a mais preocupante.

Endoftalmite € nome dado a infeccdo bacteriana ou fungica no interior do olho, envolvendo
estruturas como 0s humores vitreo e/ou aquoso. Podem ser classificadas como enddgenas ou
exogenas. A maioria dos casos de endoftalmites é do tipo exdgena, sendo causada por
microrganismos oriundos do ambiente externo. As principais causas da penetracdo desses
microrganismos no interior do olho sdo: trauma, cérnea previamente infectada ou cirurgia
prévia. (Durand 2013). A incidéncia de endoftalmite apds o transplante penetrante de cérnea
foi estimada por Taban e colaboradores 2005, a partir de uma revisdo sistematica de 66
artigos publicados ao longo de 25 anos, como sendo de 0,382% dos casos. No Brasil ndo
existem estudo globais relatando a incidéncia de endoftalmites apés o transplante. Séo
encontrados apenas estudos limitados a uma Unica instituicdo ou entdo relatos de caso
(Bechara et al. 1987; Schirmbeck et al. 2000; Godoy et al. 2004). Entre os agentes
microbianos frequentemente encontrados em culturas de cdrneas com endoftalmite, grande
parte sdo fungos principalmente do género Candida (incluindo as espécies Candida albicans e
Candida glabrata), Fusarium e Cladosporium (Kloess et al. 1993; Keyhani et al. 2005;
Wilhelmus et al. 2007; Hassan et al. 2007; Le et al. 2015).

Em virtude do aumento do numero de doadores de tecidos oculares com diferentes perfis
sociais e clinicos e da possibilidade das corneas doadas serem transportadoras de agentes
microbianos, principalmente do tipo fungo, o que resultaria em endoftalmites exdgenas
devido a contaminacdo do botdo corneoescleral, este realizou a analise microbioldgica de

cdrneas conservadas por bancos de tecidos oculares humanos.

Materiais e Métodos
Amostras

O presente estudo foi realizado na Unidade Banco de Multitecidos (UBMT) do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e no Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia (DMIP) do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) durante o periodo de julho a novembro de 2016.
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Foram analisados 136 botdes cdrneoesclerais processados por sete Bancos de Tecidos
Oculares Humanos (BTOH) brasileiros e que ndo puderam ser utilizados no transplante
terapéutico devido a alguma contraindicacdo. As analises foram realizadas ap6s aprovacgédo do
Comité de Etica em Pesquisa do HCPA.

Inicialmente, a obtencdo, o processamento, bem como a contraindicacdo do uso dos tecidos
ocorreram em conformidade aos protocolos operacionais de cada instituicdo e segundo a
legislacdo em vigor (Brasil 2009; Brasil 2015).

A conservagdo dos botdes corneoesclerais foi realizada por cada Banco utilizando o meio
Optisol GS® (Chiron Ophthalmics, Irvine, CA), registro na ANVISA: 10196150044,
contendo dois tipos de antimicrobianos — sulfato de gentamicina (100 pg/ml) e estreptomicina
(200 pg/ml), ou o meio EUSOL-C® (Alchimia, Padova, Italy), registrado na ANVISA:
80122640007, contendo um Unico tipo de antimicrobiano — sulfato de gentamicina (100
pg/ml). Os meios contendo os botdes foram armazenados sob refrigerancdo em temperatura
média de 4° C.

Os frascos contendo os botdes foram recebidos pelo laboratério da UBMT do HCPA. Foram
incubados a 37°C por 24 horas para ambientacdo. Foi realizada a sonicacdo a 37°C durante 20

min a 50 Hz (Unique, S&o Paulo, Brasil).

Foram aliquotados 4 mL do meio de conservacdo dos botdes corneoesclerais, em duplicata, e
acondicionados em frascos estéreis. Em seguida, os frascos foram centrifugados a 3.500 RPM
e encaminhados ao DMIP/ICBS/UFRGS para o cultivo e identificagdo dos microorganismos.

Isolamento das culturas fungicas

Apos a inoculacdo de 0,1 mL do meio de conservacao precipitado no meio de cultura agar
sabouraud dextrose — ASD ( Merk, Darmstardt, Germany), as placas foram incubadas a 37°C
por 24-72 horas. No prazo de 1-3 dias foi identificado macroscopicamente o crescimento de
coldnias com consisténcia cremosa, pastosa ou Umida, de coloragdes claras, opacas ou
brilhantes e morfologia mucoide, lisa ou rugosa, para compatibilizar com 0s aspectos

leveduriformes (Murray et al. 2003).

As col6nias isoladas a partir do meio ASD foram entdo subcultivadas no meio
CHROMagar™ Candida (BD, Sparks, USA) e incubadas protegidos da luz a 37°C por 48

horas. A morfologia apenas das coldnias pigmentadas foram consideradas na leitura e na
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interpretagdo dos resultados (Odds et al. 1994; Pfaller et al. 1996; Beighton et al. 1995; Jabra-
rizk et al 2001; Bauters et al. 2001). Todas as analises foram feitas em duplicatas.

Identificagdo presuntiva das culturas fangicas

A partir da identificacdo presuntiva em meio CHROMagar™ Candida, as colonias foram
subcultivadas novamente no meio ASD e incubadas a 37°C por 24-72 horas. As coldnias
crescidas em 1-3 dias foram testadas para a identificacdo das leveduras e para suscetibilidade
a anfotericina B (AB), nistatina (NY) flucitosina (FCT) econazol (ECZ), cetoconazol (KTZ),
miconazol (MCZ) e fluconazol (FCZ), utilizando o kit Candifast® (ElitechMICROBIO,

Signes, France).

Foram utilizadas C. albicans (ATCC 64548), C. glabrata (ATCC 2001), C. krusei (ATCC
34135) e C. tropicalis (ATCC 1369) como controle em todas as metodologias.

Resultados
Isolamento

Das 136 amostras cultivadas no meio ASD, 11 (8,08%) apresentaram o0 crescimento de
coldnias fangicas. Na analise macroscépica verificou-se a presenca coldnias de coloracao
clara, cremosas e brilhantes. Na analise microscopica verificou-se a presenca de células
arredondadas e ovoides. Estas evidéncias foram compativeis com a morfologia

leveduriformes.

Das 11 culturas positivas no meio ASD, apds subcultivo em CHROMagar™ Candida foram
identificadas presuntivamente 04 (36,4%) espécies de Candida glabrata (por apresentar cor
de malva a malva escuro), 03 (27,3%) de Candida krusei (cor-de-rosa claro), 02 (18,2%) de
Candida albicans (cor verde-claro a verde médio) e 02 (18,2%) de Candida tropicalis (cor

azul acinzentado a azul esverdeado ou azul metalizado).
Identificacdo presuntiva das culturas flngicas

A partir dos testes utilizando o kit comercial Candifast® foram confirmadas as 11
identificacbes presuntivas realizadas anteriormente. 04 (36,36%) espécies de Candida
glabrata assimilaram glicose e trealose. Trés (27,27%) espécies de Candida krusei

assimilaram apenas glicose. Duas (18,18%) espécies de Candida albicans assimilaram
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glicose, galactose e maltose. Duas (18,18%) espécies de Candida tropicalis assimilaram
glicose, galactose, trealose e maltose.

Quanto ao perfil de resisténcia, a Tabela 1 apresenta o padrdo de susceptibilidade antifingica
dos isolados para AB, NY, FCT, ECZ, KTZ, MCZ e FCZ:

Discussao

Na presente pesquisa realizou-se uma andlise microbioldgica das corneas conservadas por

bancos de tecidos oculares humanos quanto a presenca de fungos leveduriformes.

Verificou-se que a taxa de contaminacgéo por fungos leveduriformes foi de 8,08% do total das
11 amostras analisadas. Este valor é consistente quando comparado com o resultado obtido
por Khouani et al, onde relatou a taxa de contaminacdo de 5,5% das cdrneas que foram

processadas por um banco de olhos francés (Khouani et al. 2014).

Das 11 culturas positivas, Candida glabrata foi a espécie mais comumente isolada,
correspondendo a uma positividade total de 36,4%. Em seguida, a espécie Candida krusei
correspondeu a 27,3%, Candida albicans a 18,2% e Candida tropicalis a 18,2%.
Corroborando com estes resultados, Le et al 2015 e Weng et al 2014 relataram a presenca de
C. glabrata na cornea de receptores e nos botdes corneoesclerais. Assim como Garg et al
2013, Merchant et al 2001 e Cameron et al 1991 atribuiram a contaminagdo do doador a
infeccdo ocular causada por Candida albicans apds o transplante de cornea em um receptor.
Um Unico caso de endoftalmite por Candida tropicalis consequente a um transplante de

cornea foi relatado por Behrens-Baumann e colaboradores 1991.

Todas as 4 espécies de Candida isoladas foram testadas quanto a susceptibilidade aos
antifungicos. Candida glabrata apresentou 75% de resisténcia a todos os antifungicos
testados, exceto a flucitosina onde apresentou 50% de resisténcia. Candida krusei apresentou
33,3% de resisténcia apenas para anfotericina B. Candida albicans apresentou 50% de
resisténcia a anfotericina B, flucitosina e cetaconazol. Ja& Candida tropicalis apresentou 50%
de resisténcia apenas para a anfotericina B. Em reviséo a literatura, algumas espécies como C.
glabrata e C. krusei tém-se mostrado intrinsecamente resistentes ao fluconazol, enquanto C.
lusitaniae tem sido relatada como resistente a anfotericina B (Carrillo-Mufioz et al. 2001;

Garcia-Martos et al. 1998; Safdar et al. 2001). Mais recentemente espécies chamadas de Nao
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Candida albicans (NAC) foram descritas com resisténcia varidvel aos azélicos (Vijaya et al.
2011; Agarwal et al. 2011). Neste sentido, faz-se necessaria uma identificacdo rapida e
precisa dessas leveduras para que se estabeleca uma terapia antifungica breve e adequada,

reduzindo a morbidade de pacientes com infec¢bes por Candida (Godoy et al. 2001).

Tabela 1: sensibilidade antiflingica e resisténcia padrédo dos isolados

Espécies de Candida (11) Anfotericina B Nistatina Flucitosina Econazol
Sensivel Resistente Sensivel Resistente Sensivel Resistente Sensivel Resistente
N % N % N % N % N % N° % N % N° %
Candida glabrata (04) 1 250 3 750 1 250 3 750 2 500 2 500 1 250 3 750
Candida lrusei (03) 2 667 1 333 3 100 0 0 3100 0 0 3 100 o0 0
Candida albicans (02) 1 500 1 500 2 100 0 0 1 500 1 500 2 100 0 0
Candida tropicalis (02) 1 50,0 1 500 2100 0 0 2100 0 0 2100 0 0
Espécies de Candida (11) Cetoconazol Miconazol Fluconazol
Sensivel Resistenta Sensivel  Resistente Sensivel  Resistente
N % N° % N % N° % N° % N° %
Candida glabrata (04) 1 250 3 750 1 250 3 750 1 250 3 750
Candida frusei (03) 3100 0 0 3100 0 0 3 100 0 0
Candida albicans (02) 1 500 1 500 2 100 0 0 2 100 0 0
Candida tropicalis (02) 2100 0 0 2100 0 0 2 100 0 0

Em um recente estudo publicado pela Associagdo Americana de Bancos de Olhos (EBAA),
foram revisadas as notificacBes de efeitos adversos ao transplante de corneas realizados entre
2007 a 2014. Os pesquisadores identificaram 99 casos de endoftalmites decorrentes da
cirurgia, sendo que em 65% dos isolamentos foram identificadas espécies de Candida
(Edelstein et al. 2016). Embora a pesquisa ndo relacione diretamente os casos de endoftalmite
a existéncia de uma contaminacgdo prévia dos tecidos oculares processados, existe um forte
indicio de que a presenca de fungos nas corneas processadas pelos bancos estaria relacionada
a microbiota existente na superficie ocular do doador. Em uma revisao da literatura, Willcox
2013 relatou o isolamento de fungos da conjuntiva ocular tida como normal. Considerando
esta possibilidade, a Academia Americana de Oftalmologia e a Associagdo Americana de
Bancos de Olhos (EBAA) recomendam aos BTO a utilizagdo de solugdo a base de
iodopovidona na superficie de qualquer tecido ocular destinado a transplantacéo, pelo menos
uma vez entre 0 momento da morte do doador e a preservacdo do tecido. No entanto, ndo
define a concentracdo, o volume nem o tempo de duracdo da exposicao da superficie ocular a
solucdo (EBAA 2016). No Brasil esta recomendacdo ndo estd padronizada e tdo pouco é

exigido pelas regulamentagdes atuais (Brasil 2015; Brasil 2009).
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Concluséao

A taxa de contaminacdo por fungos leveduriformes em corrneas conservadas por bancos de

tecidos oculares humanos é consistente aos relatado na literatura. Candida glabrata foi a

espécie mais comumente isolada, mas também foi identificado positividade para Candida

krusei, Candida albicans e Candida tropicalis. As culturas positivas ja apresentam resisténcia

aos antiflngicos, principalmente a espécie Candida glabrata. Mais estudos precisam ser

feitos para elucidar esta questdo, como a comparagdo do cultivo de cérneas processadas com e

sem desinfecgdo prévia com iodopovidona, ou até mesmo o efeito de antifngicos

suplementados aos meios de conservacdo no seguimento de transplantados.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Das 136 amostras analisadas, 11 (8,08%) apresentaram o crescimento de colbnias
fangicas. Na analise macroscopica e microscopica verificou-se a compatibilidade com a
morfologia leveduriformes. Das 11 culturas positivas para fungos, apds subcultivo em
CHROMagar™ Candida foram identificadas presuntivamente 04 (36,36%) espécies de
Candida glabrata, 03 (27,27%) de Candida krusei, 02 (18,18%) de Candida albicans e 02
(18,18%) de Candida tropicalis. No teste utilizando o kit comercial Candifast® foram
confirmadas as mesmas identificagfes presuntivas realizadas anteriormente. Quanto ao perfil
de resisténcia aos antifungicos, Candida glabrata apresentou 75% de resisténcia a
anfotericina B, nistatina, econazol, cetoconazol, miconazol e fluconazol, exceto a flucitosina
onde apresentou 50% de resisténcia. Candida krusei apresentou 33,3% de resisténcia apenas
para anfotericina B. Candida albicans apresentou 50% de resisténcia a anfotericina B,
flucitosina e cetaconazol. J& Candida tropicalis apresentou 50% de resisténcia apenas para a
anfotericina B.

A taxa de contaminacdo por fungos leveduriformes em cOrrneas conservadas por
bancos de tecidos oculares humanos é consistente aos relatados na literatura. Candida
glabrata foi a espécie mais comumente isolada, mas também identificamos positividade para
Candida krusei, Candida albicans e Candida tropicalis. As culturas positivas ja apresentam
resisténcia aos antifungicos, principalmente a espécie Candida glabrata. Mais estudos
precisam ser feitos para elucidar esta questdo, como a comparacdo do cultivo de corneas
processadas com e sem desinfeccdo prévia com iodopovidona, ou até mesmo o efeito de

antifngicos suplementados aos meios de conservacdo no seguimento de transplantados.
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Color Art

Color art is free of charge for online publication.
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If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be visible. Many
colors are not distinguishable from one another when converted to black and white. A simple way to check this is to

make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors are still apparent.
If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.
Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).
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All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive numbering of
the main text. Do not number the appendix figures,
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Figure Captions
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Permissions
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If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the copyright owner(s)

for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that
Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases, material

from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-Braille
hardware)
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Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind users would then be able
to distinguish the visual elements)
Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL
Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other supplementary files to be published

online along with an article or a book chapter. This feature can add dimension to the author's article, as certain information
cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as electronic supplementary material, authors should read the journal’s Research data
policy. We encourage research data to be archived in data repositories wherever possible.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name, author names; affiliation and e-mail
address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may require very long download times
and that some users may experience other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations

Aspect ratio: 16:9 or 4:3

Maximum file size: 25 GB

Minimum video duration: 1 sec

Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts, mdv, 3gp
Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets should be submitted as .xls files
(MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica notebook), and .tex can also be
supplied.

Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the material as a citation, similar to
that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the animation (Online Resource 3)", “...
additional data are given in Online Resource 4”.

Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the content of the file.
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Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author without any conversion, editing, or
reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files, please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so that users prone to seizures
caused by such effects are not put at risk)

ENGLISH LANGUAGE SUPPORT

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript you need to ensure the English language
is of sufficient quality to be understood. If you need help with writing in English you should consider:

Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript for clarity.
Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when writing in English.
Using a professional language editing service where editors will improve the English to ensure that your meaning is
clear and identify problems that require your review. Two such services are provided by our affiliates Nature
Research Editing Service and American Journal Experts.
e  English language tutorial
e  Nature Research Editing Service
e American Journal Experts
Please note that the use of a language editing service is not a requirement for publication in this journal and does not imply or
guarantee that the article will be selected for peer review or accepted.

If your manuscript is accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and formal style before publication.

ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the Committee on Publication
Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in the journal, the professionalism
of scientific authorship, and ultimately the entire scientific endeavour. Maintaining integrity of the research and its
presentation can be achieved by following the rules of good scientific practice, which include:

e The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous consideration.

e  The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new work concerns an expansion
of previous work (please provide transparency on the re-use of material to avoid the hint of text-recycling (“self-
plagiarism”)).

e  Asingle study is not split up into several parts to increase the quantity of submissions and submitted to various
journals or to one journal over time (e.g. “salami-publishing”).

e No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your conclusions

e  No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own (“plagiarism”). Proper
acknowledgements to other works must be given (this includes material that is closely copied (near verbatim),
summarized and/or paraphrased), quotation marks are used for verbatim copying of material, and permissions are
secured for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

e  Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from the responsible authorities -
tacitly or explicitly - at the institute/organization where the work has been carried out, before the work is
submitted.
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e  Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the scientific work and therefore
share collective responsibility and accountability for the results.

In addition:

Changes in authorship, or in the order of authors, are not accepted after the acceptance for publication of a

manuscript.

Requesting to add or delete authors at revision stage, proof stage, or after publication is a serious matter and may be
considered when justifiably warranted. Justification for changes in authorship must be compelling and may be
considered only after receipt of written approval from all authors and a convincing, detailed explanation about the
role/deletion of the new/deleted author. In case of changes at revision stage, a letter must accompany the revised
manuscript. In case of changes after acceptance for publication, the request and documentation must be sent via the
Publisher to the Editor-in-Chief. In all cases, further documentation may be required to support your request. The
decision on accepting the change rests with the Editor-in-Chief of the journal and may be turned down. Therefore
authors are strongly advised to ensure the correct author group, corresponding author, and order of authors at
submission.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in order to verify the validity of the
results. This could be in the form of raw data, samples, records, etc.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following the COPE guidelines. If, after
investigation, the allegation seems to raise valid concerns, the accused author will be contacted and given an opportunity to
address the issue. If misconduct has been established beyond reasonable doubt, this may result in the Editor-in-Chief’s
implementation of the following measures, including, but not limited to:

If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the author.

If the article has already been published online, depending on the nature and severity of the infraction, either an
erratum will be placed with the article or in severe cases complete retraction of the article will occur. The reason
must be given in the published erratum or retraction note.

The author’s institution may be informed.

COMPLIANCE WITH ETHICAL STANDARDS

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of ethical and professional conduct
have been followed, authors should include information regarding sources of funding, potential conflicts of interest (financial
or non-financial), informed consent if the research involved human participants, and a statement on welfare of animals if the
research involved animals.

Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section entitled “Compliance with Ethical

Standards” when submitting a paper:

Disclosure of potential conflicts of interest

Research involving Human Participants and/or Animals

Informed consent

Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review policies (i.e. single or double blind
peer review) as well as per journal subject discipline. Before submitting your article check the instructions following this
section carefully.

The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with ethical standards and send if
requested during peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-mentioned guidelines. The author will
be held responsible for false statements or failure to fulfill the above-mentioned guidelines.

DISCLOSURE OF POTENTIAL CONFLICTS OF INTEREST

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential influence or impart bias on the work.
Although an author may not feel there is any conflict, disclosure of relationships and interests provides a more complete and
transparent process, leading to an accurate and objective assessment of the work. Awareness of a real or perceived conflicts



34

of interest is a perspective to which the readers are entitled. This is not meant to imply that a financial relationship with an
organization that sponsored the research or compensation received for consultancy work is inappropriate. Examples of
potential conflicts of interests that are directly or indirectly related to the research may include but are not limited to the
following:

e  Research grants from funding agencies (please give the research funder and the grant number)
e Honoraria for speaking at symposia

e  Financial support for attending symposia

e  Financial support for educational programs

e  Employment or consultation

e  Support from a project sponsor

e  Position on advisory board or board of directors or other type of management relationships
e  Multiple affiliations

e  Financial relationships, for example equity ownership or investment interest

e Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such rights)

e  Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial interests) that may be important to
readers should be disclosed. These may include but are not limited to personal relationships or competing interests directly or
indirectly tied to this research, or professional interests or personal beliefs that may influence your research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. In author collaborations where
formal agreements for representation allow it, it is sufficient for the corresponding author to sign the disclosure form on
behalf of all authors. Examples of forms can be found

e  here:
The corresponding author will include a summary statement in the text of the manuscript in a separate section before the
reference list, that reflects what is recorded in the potential conflict of interest disclosure form(s).

See below examples of disclosures:
Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B has received a speaker honorarium
from Company X and owns stock in Company Y. Author C is a member of committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:

Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.
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