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Resumen

Objetivo: Evaluar la eficacia de crosslinking corneal (riboflavina/luz ultravioleta A) como una modalidad terapéutica en la
queratitis por hongos del género Fusarium.

Métodos: Veinticuatro conejos fueron anestesiados sistémicamente y luego inoculados en el estroma de la cérnea derecha
con una suspensién de Fusarium solani (105 unidades formadoras de colonias [UFC]/ml). Los conejos se dividieron en
dos grupos: uno fue tratado con crosslinking corneal (CXL) 72 horas después de la infeccién y el otro no recibié ningin
tratamiento (control). Todos los ojos de ambos grupos fueron examinados antes del CXL (dias 0 y 3) y después del mismo
(dfa 7). Los ojos fueron enucleados y los botones corneales fueron enviados para su anilisis microbioldgico y anatomo-
patoldgico.

Resultados: Todos los animales desarrollaron queratitis por Fusarium, no hubo diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos antes del tratamiento (dia 0, p = 0,397 y el dia 3, p = 0,702). Después del tratamiento con CXL, la dife-
rencia en los resultados clinicos en el dia 7 entre los grupos fue estadisticamente significativa (p < 0,001), el grupo CXL
mostré el puntaje clinico mds bajo. El grupo CXL presenté 22,45 + 5,09 UFC/g y el grupo control 42,5 + 3,12 UFC/g,
esta diferencia fue estadisticamente significativa (p = 0,01). En los tres botones del grupo control se observé una cantidad
similar de hifas de Fusarium y células inflamatorias. En dos de los tres botones de andlisis del grupo CXL se observaron
menor cantidad de hifas de Fusarium y células inflamatorias en comparacién con el grupo control.

Conclusiones: El tratamiento de la queratitis por hongos con CXL parece ser eficaz en la disminucién de la intensidad
y la severidad de la queratitis infecciosa por E solani. Por lo que concluimos que el CXL puede ser util como tratamiento
coadyuvante al tratamiento médico en infecciones resistentes.

Palabras clave: cérnea, crosslinking, Fusarium solani, queratitis, riboflavina.

Treatment of fungal keratitis from Fusarium infection by corneal cross-linking

Abstract

Purpose: To evaluate the efficacy of corneal cross-linking (CXL) (riboflavin—UV-A) as a simple therapy in Fusarium
keratitis.

Methods: Twenty-four rabbits were systemically anesthetized, and the stromata of their right corncas were inoculated
with Fusarium solani [105 colony-forming units (CFU) per milliliter]. Rabbits were divided into 2 groups: onc was trea-
ted with CXL 72 hours after infection and the other did not receive any treatment (control). All eyes in both the groups
were examined before (days 0 and 3) and after (day 7) CXL treatment. The eyes were enucleated, and corneal buttons
were sent for microbiological and histological examinations.

Results: All animals developed Fusarium keratitis; there was no statistically significant difference between groups before
treatment (day 0, P = 0.397 and day 3, P = 0.702). After CXL treatment, the difference in clinical scores on day 7 between
groups was statistically significant (P = 0.00); the CXL group showed significant lower clinical score. The CXL group had
22.45 6 5.09 CFU/g compared with 42.5 6 3.12 CFU/g in the control groups this difference was statistically significant
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(P = 0.01). In the 3 buttons of the control group, similar amounts of Fusarium hyphae and inflammarory cells were ob-
served. In 2 of the 3 buttons analyzed from the CXL group, fewer Fusarium hyphae, inflammatory cells, and nonspecific
stromal changes were observed compared with the control group.

Conclusions: Treatment of fungal keratitis with CXL seems to be effective in decreasing the intensity and severity of
infectious keratitis by F. solani. This therapy may be useful as a coadjuvant in the medical treatment of resistant infections.
Keywords: cornea, cross-linking, Fusarium solani, keratitis, riboflavin-UV-A.

Tratamento de ceratite micética por Fusarium com crosslinking corneano

Resumo

Objetivo: Avaliar a eficdcia do crosslinking corneano (riboflavina/luz ultravioleta A) como uma modalidade terapéutica na
ceratite por fungos do género Fusarium.

Meétodos: Vinte e quatro coelhos foram anestesiados sistematicamente ¢ depois inoculados no estroma da cérnea direita
com uma suspensao de Fusarium solani (105 unidades formadoras de colonias [UFC]/ml). Os coelhos dividiram-se em
dois grupos: um foi tratado com crosslinking corneano (CXL) 72 horas depois da infecgio e o outro nio recebeu nen-
hum tratamento (controle). Todos os olhos de ambos os grupos foram examinados antes do CXL (dias 0 e 3) e depois
do mesmo (dia 7). Os olhos foram enucleados ¢ os botoes corneais foram enviados para uma anilise microbiolégica e
anatomopatolégica.

Resultados: Todos os animais desenvolveram ceratite por Fusarium, nao houve diferencias estatisticamente significativas
entre os grupos antes do tratamento (dia 0, p = 0,397 e o dia 3, p = 0,702). Depois do tratamento com CXL, a diferenca
nos resultados clinicos no dia 7 entre os grupos foi estatisticamente significativa (p < 0,001), o grupo CXL mostrou a
PONTAGEM clinico menor. O grupo CXL apresentou 22,45 + 5,09 UFC/g e o grupo controle 42,5 + 3,12 UFC/g, essa
diferencia foi estatisticamente significativa (p = 0,01). Nos trés botdes do grupo controle observou-se uma quantidade si-
milar de hifas de Fusarium e células inflamatérias. Em dois dos trés botoes de analise do grupo CXL observaram-se menor
quantidade de hifas de Fusarium e células inflamatérias em comparagio com o grupo controle.

Conclusdes: O tratamento da ceratite por fungos com CXL parece ser eficaz na diminui¢io da intensidade e a severidade
da ceratite infecciosa por £ solani. Pelo que concluimos que o CXL pode ser til como tratamento coadjuvante ao trata-
mento médico em infecgoes resistentes.
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Introduccién

Las infecciones corneales tienen un profundo im-
pacto en la calidad visual de la poblacién, siendo hoy
en dia una importante causa de ceguera que requiere
de un tratamiento quimioterdpico o quirtrgico ade-
cuado para preservar la visién'.

En la actualidad existe una importante variedad
de antimicrobianos que nos permiten tratar adecua-
damente los diferentes tipos de infecciones corneales;
sin embargo, debido a la creciente resistencia que de-
sarrollan los gérmenes®® —siendo el caso més reciente
el de las fluoroquinolonas®—, las infecciones pueden
seguir progresando y requerir de tratamientos mads
agresivos para intentar su curacién.

Las queratitis micéticas representan una de las for-
mas mds graves de infecciones corneales por su di-
ficil diagnéstico y porque los antimicéticos no son
tan efectivos como los antibiéticos. Presentan escasa
penetracion corneal, se suelen utilizar en infecciones
ya avanzadas y resulta mds dificultoso obtener las pre-
paraciones tépicas’®.

En los Gltimos afios ha habido un incremento no-
table de reportes de infecciones por hongos®? posi-
blemente debido a la alteracién de la flora bacteriana
producto de la sobreutilizacién de antibisticos tépi-
cos, la extensa utilizacién de corticoides y la mejora
de los métodos de diagnéstico. Técnicas como la re-
accién en cadena de la polimerasa y la microscopia
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confocal han sido de gran ayuda en la identificacién
y el posterior tratamiento de diferentes infecciones
micoticas.

Los hongos acceden a la cér nea a través de un
defecto epitelial que generalmente se debe a trauma-
tismos con vegetales®, lentes de contacto®” o a enfer-
medades graves de la superficie ocular, y una vez en
el estroma producen necrosis ¢ inflamacién. Pueden
penetrar la membrana de Descemet intacta y de esta
manera llegar a la cdmara anterior.

La incidencia de las infecciones por hongos varia
seglin la regién y es mds comun en regiones con cli-
mas calidos y himedos. La flora normal de la superfi-
cie ocular incluye muchas especies de hongos®”.

Las infecciones corneales producidas por Fusarium
solani representan un tipo grave de la infeccidon debi-
do a la virulencia del hongo y su resistencia a medi-
camentos antiftingicos®. Puede causar complicaciones
graves como descemetocele, perforacién, endoftalmi-
tis y pérdida visual irreversible’.

El efecto de los rayos ultravioleta (UV) en los mi-
croorganismos fue demostrado en numerosos articu-
los'!! y los rayos UV se utilizan cominmente en las
salas de operaciones para mejorar las condiciones de
esterilidad. En 1960 se descubrié que la riboflavina
expuesta a los rayos UV puede inactivar el ARN de
algunos virus'? y estudios recientes han demostrado
que la riboflavina actda como un fotomediador al in-
activar patégenos en plasma, plaquetas y glébulos ro-
jos'314. Ademds, se ha demostrado que el tratamiento
combinado UV-A y riboflavina aumenta la resistencia
de la cérnea contra la digestion enzimdtica de los mi-
croorganismos'.

Materiales y métodos

Aislamiento de Fusarium solani

La cepa de Fusarium solani fue aislada de un pa-
ciente con queratitis micética. El aislamiento fue cul-
tivado en placas de agar papa dextrosa a 28°C. La
preparacién del inéculo se realizé por lavado la su-
petficie del cultivo con Tween 80 al 0,1% en solucién
fisiologica estéril; luego se filtré la suspensién a través
de dos capas de gasa estéril para retirar fragmentos
de hifas. La suspensién de esporas fue transferida a
un tubo estéril y centrifugado a 10.000 g. El sobre-
nadante se removié cuidadosamente con una pipeta
estéril y las conidias (pellet) fueron resuspendidas en
solucién fisiolégica estéril para producir el incéculo
final de 8.6 x 10* unidades formadoras de colonias

(UFC)/ml.

Animales

El estudio incluyé a 24 conejos blancos New Zea-
land de peso 2,5-3 kg. Todos los conejos se trataron
de acuerdo con las normas de la Asociacién para la
Investigacién en Visién y Oftalmologia para el uso de
animales en investigacién oftalmolégica y el protoco-
lo fue aprobado por el Comité de Etica Institucional.
Los conejos fueron anestesiados con clorhidrato de
ketamina intramuscular 50 mg/kg y xilacina 5 mg/
kg antes de todas las intervenciones. Para anestesiar
las cérneas se aplicé topicamente clorhidrato de pro-
paracaina 0,5%. Se indujo queratitis por Fusarium
en los ojos derechos mediante la inyeccién de 0,1 ml
de una suspensién de F solani (8,6 x 10* UFC/0,1
ml) intraestromal en el centro de la cdrnea (fig. 1). Se
dividieron aleatoriamente los conejos en dos grupos:
el grupo tratado con crosslinking (UV-A/riboflavina)
(CXL) y el grupo control.

Figura |. La suspensién de F. solani se inyecté intraestromal en el
centro de la cérnea derecha de todos los conejos.

Tratamiento

El tratamiento se realizé tres dias luego de la in-
feccion (dia 3). Los conejos fueron anestesiados in-
tramuscularmente con una solucién de hidroclorato
de ketamina 50 mg/kg y xilazina 5Smg/kg. Las cérneas
derechas de los conejos del grupo CXL fueron aneste-
siadas tépicamente con hidroclorato de proparacaina
0,5%. Un 4rea de 7mm del epitelio corneal central fue
desepitelizada manualmente. Como fotosensibiliza-
dor se aplicé una solucion de riboflavina 0,1% (5-fos-
fato-riboflavina en 10 ml de dextran T-500 20%) cada
5 minutos durante 30 minutos previo a la irradiacién
y cada 5 minutos durante la irradiacién. Después de
permitir que la riboflavina penetrase la cérnea se co-
menzé con la irradiacién UV-A. Se utilizé el UV-X
(IROC, Zurich, Suiza), que es un iluminador-UVA

. 104 .
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controlado por temporizador. La irradiacién deseada
de 3 mW/cm? se controlé con un contador de UV
(Laser Mate-Q; LASER 2000, Wessling, Alemania)
ad hoc. Las corneas derechas de los conejos se irradia-
ron con rayos UV (370 nm) a 1 cm de distancia du-
rante 30 minutos con una intensidad de 3 mW/cm?,
lo que corresponde a una dosis de 5.4 J/cm?.

Examen clinico

Se examinaron los ojos en el dia 0, inoculacién de
los hongos, en el dia 3, antes de realizar el tratamien-
to con CXL y en el dia 7 (cuatro dias después del
tratamiento con CXL) con una ldmpara de hendidu-
ra portatil para poder realizarle biomocroscopia. La
extensién de la queratitis fue evaluada por un obser-
vador independiente a doble ciego. Se evalué opaci-
dad corneal, didmetro de la infiltracién de la cérnea
y nivel de hipopién con el sistema de puntuacion de
Ozturk ez al.'®. Escala de edema corneal: 0 = cérnea
transparente, 1 = edema menor, 2 = edema corneal
que ocupa dos cuadrantes de la cérnea, y 3 = ede-
ma corneal total. El nivel de hipopién y el didmetro
del infiltrado corneal se midieron en milimetros. El
puntaje clinico para cada ojo se obtuvo de sumar los
valores obtenidos del edema corneal, didmetro del in-
filtrado y nivel de hipopidn.

Andlisis microbioldgicos y patolégicos

El dia 7 se extrajeron los botones esclerocornea-
les después de la eutanasia y nueve botones de cada
grupo se enviaron a microbiologia. La ruptura de las
cérneas se llevd a cabo en un mortero estéril y los bo-
tones se pesaron, se cultivaron en placas de agar con
medio Sabouraud y se incubaron a 28°C durante 7
dias. La cantidad de colonias se determiné en todos
los cultivos. Otros tres botones de cada grupo fueron
enviados para estudio histopatolégico que se realizé
con hematoxilina-eosina, dcido periédico de Schiff y
giemsa.

Andlisis estadistico

La cantidad de colonias de F solani obtenidas para
cada botén se expresan en UFC/gr. Los resultados
clinicos a los 0, 3 y 7 dfas fueron la suma de opaci-
dad de la cérnea, el didmetro de la cérnea y el nivel
de hipopién, de las puntuaciones obtenidas de cada
conejo. Se realizé la prueba de Mann-Whitney para
comparar las medias entre el grupo control y el grupo
CXL en los diferentes dfas. El test de Wilcoxon (para
dos muestras relacionadas) se utilizé para comparar la
media de cada grupo entre los dias 0 y 7. Ambas prue-

bas se realizaron con un nivel de significacion de 0,05.
Se utilizé el programa estadistico SPSS 17.0 (<2007
Sun Microsystems, Inc., Santa Clara, California, Es-

tados Unidos).

Resultados

La queratitis por Fusarium solani se desarroll en
todos los ojos 72 horas después de la inoculacién in-
traestromal. Los valores obtenidos del andlisis de mi-
crobiologia en ¢l dia 7 se presentan en la figura 2.
Hubo diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos (p = 0,01), lo que indica que la prolife-
racion de Fusarium solani fue significativamente in-
ferior en el grupo CXL. La evaluacién patoldgica se
detalla en la tabla 1. Las células inflamatorias en este
proceso son: linfocitos, células plasméticas y algu-
nos neutréfilos, eosinéfilos y mastocitos. En dos de
los tres botones del grupo CXL se observaron menor
cantidad de hifas de Fusarium, células inflamatorias y
alteraciones inespecificas del estroma en comparacién
con el grupo control (fig. 3).
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Figura 2. Unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g)
obtenidas en los cultivos de cada grupo. Las barras representan el
error estdndar de la media (ES). Hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p = 0,01, Mann-Whitney).

Los resultados clinicos obtenidos para cada grupo
se presentan en la tabla 2. No hubo diferencias esta-
disticamente significativas entre los grupos antes del
tratamiento (dia 0, p = 0,397 y el dia 3, p = 0,702
(hig. 4a y ¢). Después del tratamiento con CXL, la
diferencia en los resultados clinicos en el dia 7 fue
estadisticamente significativa entre los grupos (p <
0,001) (fig. 4b y d). Al analizar la progresién de la
infeccién en cada grupo se vio que las diferencias de

05 .
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Control

CXL

Se observaron cantidades similares de hifas de Fusarium y de células
inflamatorias en los tres botones.

Menos hifas de Fusarium y menos células inflamatorias se observaron al
comparar con el grupo control.

Se observaron alteraciones inespecificas del estroma y leucocitos aislados
en el estroma. Menos hifas de Fusarium se observaron al comparar con el
grupo control.

Se observaron cantidades similares de hifas de Fusarium y células
inflamatorias que en el grupo control.

Tabla 1. Descripcion patolégica obtenida del andlisis de cada botén esclerocorneal.

L8 "Control
P
- TP

Y

Figura 3. llustracién de la histopatologia de las crneas en el dia 7.

los resultados clinicos obtenidos en los grupos entre
los dias 3 y 7 fue estadisticamente significativa para
el grupo control (p = 0,002), pero no lo fue para el
grupo CXL (p = 0,223). Estos resultados indican que
los conejos del grupo control desarrollaron infeccién,
como se esperaba, mientras que los del grupo CXL
desarrollaron la infeccién pero de menor intensidad.

Discusiéon

La queratitis micética es reconocida como una cau-
sa importante de morbilidad ocular. En la actualidad,
el tratamiento de enfermedades por hongos en los
ojos no es satisfactoria.

Los agentes antiftingicos disponibles en el mercado
son en su mayoria fungistdticos porque requieren de
un tratamiento prolongado. Por lo tanto, los métodos
actuales de tratamiento con frecuencia no logran pre-
servar o restaurar la visién después de una queratitis
micodtica.

Alexandrakis informé que el 70% de las querati-
tis por Fusarium superficial responden al tratamiento
médico, pero el 70% de las lesiones mds profundas no
responden a los agentes actualmente de uso tépico'.
En la actualidad, los agentes mds comtinmente em-
pleados de uso tépico para la queratitis por Fusarium

son la natamicina 5%, la anfotericina B 0,15% y los
derivados azélicos.

Muchos estudios han demostrado que el crosslin-
king corneal no provoca efectos secundarios graves.
En un estudio piloto, Wollensak ez a/. informé que la
transparencia de la cérnea y la del cristalino, la den-
sidad de las células endoteliales y la presién intraocu-
lar se mantienen sin cambios después del tratamiento
con CXL en pacientes con queratocono’®. De hecho,
no se encontré ningln efecto secundario grave en el
grupo CXL en este estudio.

Se evalué la eficacia del CXL tanto clinica como
microbiolégica. Tradicionalmente, la irradiacién UV
se utiliza para esterilizacién. Estudios 7z vitro demos-
traron un efecto antimicrobiano de amplio aspectro
de la riboflavina/combinada con rayos UV". El tra-
tamiento de la queratitis micStica con crosslinking
corneal (riboflavina y UV-A) parece ser efectivo en la
disminucién de la intensidad y la gravedad de las in-
fecciones, pero este tratamiento no produce una remi-
sién completa de la queratitis infecciosa por hongos.

En conclusién, la terapia de crosslinking corneal
puede ser considerada ttil como tratamiento coadyu-
vante al tratamiento médico en infecciones micoticas
resistentes.
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Dia 0 . . p-valor dentro de los grupos p-valor entre los grupos
a Dia3 D7 (dia 3 vs. dia 7) (dia 7)
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Tabla 2. Puntaje clinico (media + ES). Se empled el test Wilcoxon para el andlisis dentro de los grupos y el de Mann Whitney para el andlisis

entre los grupos.

Figura 4. Los ojos del grupo con crossfinking (CXL) en el dia 3 (a)
y el dia 7 (b). Los ojos del grupo control el dia 3 (c) y el dia 7 (d).
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