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Résumé

Les kératites fongiques ou les kératomycoses sont des pathologies oculaires définies
comme étant des infections cornéennes rares mais graves, potentiellement cécitantes ; affectant
considérablement les populations marginalisées. Notre travail avait pour but d'évaluer les
aspects cliniques des kératomycoses, étudier le diagnostic paraclinique pour un meilleur choix
thérapeutique ainsi qu’identifier les facteurs prédisposants et par suit suivre leurs évolutions.
En se basant sur les résultats de l'analyse d’article on a relevé la prédominance du genres
Aspergillus spp suivis du Fusarium spp lors de la survenue des kératomycoses. La
kératomycose est une pathologie dont les séquelles peuvent étre évitées par le biais des

stratégies qui devrez étre multidimensionnelles.

Mots clés : La cornee, kératomycose, kératite fongique, Aspergillus niger, Fusarium solani,

Candida albicans.



Summary

Fungal keratitis or keratomycoses are ocular pathologies defined as rare but serious
corneal infections, potentially blinding; affecting considerably marginalized populations. The
aim of our work was to evaluate the clinical aspects of keratomycoses, to study the paraclinical
diagnosis for a better therapeutic choice as well as to identify the predisposing factors and by
following their evolutions. The results of the analysis of the article showed, the predominance
of the genera Aspergillus spp followed by Fusarium spp. in the occurrence of keratomycosis
was noted. Keratomyecosis is a pathology whose sequelae can be avoided through strategies that

should be multidimensional.

Key words: Cornea, keratomycosis, fungal keratitis, Aspergillus niger, Fusarium solani,
Candida albicans.
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Introduction

Environs 80 % des information du monde extérieur sont obtenus a l'aide de 1’un des
organes les plus perfectionnés du corps humain dont I’ceil qui est capable de convertir les rayons
lumineux captés et les transmettre au centre de la vision présent au niveau du cerveau afin
qu’elles soient analysées, traités et traduits et enfin renvoyer a 1’ceil qui vas a son tour réagir
avec le milieu extérieur [(Buil et al., 2002) ; (Semaha, 2020)]. Lors de ce contact permanent,
cet organe est susceptible d’avoir des affections et des infections plus ou moins graves. Les
kératites microbiennes dite infectieuses est définie comme étant une infection oculaire plus
précisement cornéenne. Elles représentent une urgence diagnostique et thérapeutique afin
d’éviter la survenue des conséquences anatomiques et fonctionnelles qui peuvent aller jusqu’a
I’opacité cornéenne (Bourdais, 2016) qui constitue la cinquiéme (un taux d’environs les 4%)

cause de perte de vision dans le monde.

Les kératites fongiques ou les kératomycoses correspondent a une prolifération des
champignon filamenteux, levure ou un champignon dimorphique au niveau de la cornée. Elles
sont potentiellement cécitante avec des proportions plus importantes dans les pays ou I'hygiéne
est insuffisante tels que les pays marginalisés en voie de développement (Foucaud, 2012). En
Algérie, il n’y a pas d’estimations démographiques ou elles sont rarement diagnostiquéees

(Chekiri-Talbi et Denning, 2017).

Le pronostic des kératites fongiques dépendra essentiellement sur la précocité du
diagnostic et de la rapidité du traitement dont cette forme des kératites représente un pronostic
plus réservé et sévere gque celui de la forme bactérienne en raison des difficultés thérapeutiques
tels que I'utilisation préalable de corticothérapie en automédication ; et donc la prise en charge

des kératomycose est un véritable challenge [(Benadada, 2017) (Laatfa, 2019)].
Dans ce sens, notre étude se répartie en 2 parties :

> La partie théorique incluant dans un premier temps des généralités sur la structure
oculaire et cornéenne, ainsi que de mettre en lumiére les kératites infectieuses d'une
facon général et plus spécifiquement la forme fongique. Cette partie c’est également
intéresseé au diagnostic des aspects cliniques d’une telle infection. Dans le but
d’améliorer la prise en charge des patients, en choisissant une meilleure stratégie

thérapeutique.



Introduction

» Alors que la deuxiéme partie on a basé sur du I’analyse d’une étude scientifique qui a
pour objectif d’identifier les germes causants une telle infection ainsi qu’étudier

I’efficacité des agents antifongiques sur ces germes.
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Description et structure de
I’ ceil
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1 Structure de I’ceil

L’ceil est caractérisé par sa forme sphérique et un poids de 7 grammes ainsi qu’un
diametre de 24mm et un volume de 6.5mm (Feroui, 2014). D’un point de vue anatomique il se
sépare en 2 constituants : le globe oculaire et les annexes (Figure 1) (les muscles extra-oculaire,

les nerfs, la paupiére) qui jouent un role protecteur contre le milieu extérieur (Feroui, 2014).

Le globe oculaire se différencie par la présence de 3 couches dite tunique qui se
diversifie en 3 formes selon leur position (Zarour, 2016). La forme la plus externe étant la
tunique fibreuse incluant a son tour la cornée et la sclérotique (Sclere) qui présente une structure
membranaire responsable de la couleur blanche oculaire et qui joue un role dans la protection
et la rigidité de I’ceil ; la tunique moyenne dite vasculaire (I’'uvée), constitué d’une couche trés
vascularisé composé de I’iris qui représente 1’élément pigmenté de 1’ceil responsable de sa
coloration, le corps ciliaire responsable de 1’accommodation et de la courbature du cristallin, et
le choroide coloré en noir, riche en vascularisation et en vaisseaux permettant I’alimentation de
la rétine (Dermu, 2014). Enfin la couche la plus interne nommé par « la tunique nerveuse »
caractérisé par la présence de la rétine uniquement qui couvre le fonde d’ceil et permet la

transformation des flux lumineux en influx nerveux (Foucaud, 2012).

Corps Vitré

Corps ciliaire

Comée
Nerf optique

Chambre
antérieure

Cristallin
Iris

& Sclérotique

Choroide
Rétine

Figure 1 : Structuration anatomique de 1'ceil (Foucaud, 2012)
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2 Définition de la cornée

La cornée est une lentille primordiale pour le systéme optique oculaire, son contact
direct avec le milieu extérieur lui permet d’étre qualifié comme étant une barriére protectrice

contre les infections oculaires (Oubaaz, 2019).

Cette lentille humaine est un tissu solide transparent non vascularisé hautement innervé
et caractérisée par sa forme convexe et non sphérique ainsi que prolate (Cuffaro, 2016). D’un
point de vue microscopique la cornée est alimentée par les vaisseaux du limbe d’une part et de
I’humeur aqueuse en arriére et les larmes en avant d’autre part (Schalk, 2017). Cependant d’un
point de vue macroscopique la cornée est formée de 2 faces, une face antérieure convexe,
asphérique et confronter au milieu extérieur a I’aide du film lacrymal, et une face postérieure
concave et sphérique, en relation direct avec I’humeur aqueuse constituant la paroi de la

chambre antérieure du globe oculaire (Cuffaro, 2016).

3 Lescouches de la cornée

La cornée se distingue par la différenciation de 4 couches cellulaires se séparait 2
membrane acellulaire ordonner de I’extérieur vers 1’intérieur comme suit : en premier lieu
I’épithélium en contact avec film lacrymal suivie par la couche de Bowman puis le stroma

ensuite la membrane de Descemet et enfin 1I’endothélium (Figure 2).

CORNEE

= ‘F”m lacrymaj

Epithélium

Stroma

l'fnd;nhchlml

Figure 2 : Structuration macroscopique de la corné (Benadada, 2017)
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3.1 Film lacrymal

Appelé aussi le film de larmes, ¢’est une mosaique de fluide homogene, se localisant a
la partie extérieure de la cornée et est inséparable de 1’épithélium par le biais du glycocalyx
(Benadada, 2017). Ce film est composé d’une varieté de molécules tels que : le glucose,
I’oxygene, les facteurs de croissances, les cytokines, les lysozymes (Benadada, 2017) et I’eau
qui représente (98%) de son volume. D’un point de vue schématique il est constitué de 3
couches : la plus superficielle dite lipidique d’une épaisseur de 0.1um protégeant la surface
oculaire en faisant face aux conditions environnementales et en réduisant le taux d’évaporation
des larmes tout en influant sur la qualité de la vision (Herbaut et al., 2019). La couche
intermédiaire aqueuse qui représente la couche la plus importante suit a son immensité (7um)
mais aussi a son role protecteur et nutritif. Enfin la couche la plus profonde nommé mucineuse
composée de plusieurs mucines, ou elle joue un rdle important dans la formation de la zone
hydrophile sur I’épithélium (Boro, 2014) et dans la protection de I’ceil en excluant les
microorganismes pathogeénes (Cuffaro, 2016).

3.2 Epithélium cornéen

Est la couche de tissu la plus externe de la cornée, de nature pavimenteux, stratifie, non
kératinisé [ (Couture, 2016) ; (Rocher, 2016)]. Il représente 10% de 1’épaisseur de la cornée
entiére, il est organisé sous forme de 5 a 7 couches cellulaires centrale et 8 a 10 couches
périphérique. Ces cellules qui vont étre regénérer chaque 7 jours, sont répartie en 3 formes
cellulaire. Les cellules superficielles qui est une mosaique cellulaire caractérisé par des cellules
aplaties de forme polygonales (Lupasco, 2019) assurant I’impérialité de cette couche et formant
ainsi une barriére qui vas bloquer le passage des molécules d’un c6té et leur pénétration au seuil
du stroma d’un autre c6té (Rocher, 2016). Les cellules intermédiaires dite cellules ailées, sont
des cellules polyédriques transitoires formé d’un noyau allongé. Les cellules basales qui sont
une monocouche de cellules caractérisées par une forme cylindrique ; reposent sur la membrane
basale (fine couche larme a 80 A, séparatif de I’épithélium a la membrane de Bowman)
(Benadada, 2017).
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3.3 Membrane de Bowman

C’est une couche transitoire, dépourvue de cellules a I’exception de quelques
expansions de cellule de Schwman (Cuffaro, 2016) ainsi que des fibres de collagénes
(majoritairement de type I, 111, V, VII), doué d’une certaine rigidité, ce qui favorise le maintien
de la structure cornéenne et la protection contre les infections (Scholl Tilman, 2012). Elles sont
non renouvelées tout au cours de la vie humaine (leur lisions est définitive et entraine une
opacité (Rocher, 2016)).

3.4 Lestroma

Est un tissu conjonctif non vascularisé, il est distingué par 3 composants essentiels il
s’agit d’une matrice extra-cellulaire riche en eau, ion et en protéoglycane (Cuffaro, 2016), elle
assure la cohésion des fibres et le maintien d’espaces interfibrillaire fixe (Tidu, 2016) qui est a
son tour intervient dans la transparence de la cornée (Rocher, 2016). Les lamelles de collagénes
(prédominance de collagene I) constitué par des fibrilles, ces derniers sont caractérisés par une
organisation structurale spécifique dite contreplaqué, cette structuration permet une diffusion
lumineuse minimales et une transparence cornéen maximale (Nazari, 2019). Les kératocytes
qui sont des fibroblastes disperses entre les lamelles de collagenes caractérisés par une forme
plate et étroite (Benadada, 2017), et qui sont responsables de la régénération et le

renouvellement des lamelles de collagénes et la matrice extra-cellulaire a la fois.

3.5 Membrane de Descemet

La membrane de Descemet est une fine couche membranaire de constitution
collagénique (essentiellement I, VIII), de fibronectine, de laminine et protéoglycane (Poli,
2014), caractérisé par sa forte résistance, sa perméabilité a I’eau ainsi que leur amorphilité et
élasticité (Laatfa, 2019).

3.6 L’endothélium

Délimité entre I’humeur aqueuse et la membrane de Descemet. Il s’agit d’'une monocouche
constituée par environs 400000 cellules amonialiques (non renouvelées) de forme plates,
réguliéres et hexagonales, leur disposition est en forme de nid-d’abeilles (Boutkhil, 2010).
L’endothélium assure des fonctions essentielles tels que la régulation et la maintenance de
I’hydratation de la cornée ainsi que sa transparence. De plus, il agit comme une barriére gréace

a ses jonctions serrées intercellulaires (Poli, 2014).
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4  La pathogénie de la cornée

4.1 Pathologies non infectieuses

La cornée comme toute autre organe est susceptible d’avoir une diversité de pathologie,
tels qu’une dilatation ou une diminution du diamétre de la cornée. 11 s’agit d’une mégalo-cornée
Ou une micro-cornée ou un kératocdne qu’est une déformation cornéenne au bout de
I’adolescence, dans certains cas une sécheresse de globe oculaire peut étre noté. Au niveau de
cette lentille humaine il peut y avoir des inflammations traumatiques tels que : les ulcérations,
les brilures, les plaies, la présence d’un corps étranger (Boro, 2014) et des cas plus rares il aura

des tumeurs.
4.2 Les kératites infectieuses

Ce terme désigne une inflammation oculaire plus précisément au niveau de la cornée,
elle correspond a une prolifération de 1’agent causale (microorganisme) dans la cornée
(Semaha, 2020), si cette prolifération n’atteint que les couches superficielles de la cornée on
parle des kératites superficielles ou kératites bénigne guérissable et sans séquelles. Cependant,
si cette prolifération atteint les couches intérieurs de la cornée on parle des kératites profondes.
Les kératites infectieuses sont responsables des inflammations cornéennes provoquant une
réduction de la transparence de la cornée ainsi qu’une perturbation de 1’acuité visuelle allant

méme & une opacité si celle-ci sont maltraitées (Abdou, 2001).
4.2.1 Les kératites bactériennes

Les kératites bactériennes sont la forme la plus abondante des kératites infectieuses avec
80% des cas. Elle se définie par la prolifération d’un agent bactérien au niveau de la cornée en
formant un infiltrat locale associé d’une inflammation intense (Abdou, 2001) et d’une
destruction tissulaire (Bourcier et al., 2007), ce qui constitue une véritable urgence
thérapeutique (Boro, 2014) ou la prise en charge au cours des stade débutante est nécessaire
afin d’éviter des complication graves et des séquelles pouvant baisser ’acuité visuelles
(Bourcier et al., 2007). Dans cette forme de kératite on distingue 4 familles dominante il s’agit

de : Staphylocoque, Streptocoque, Pseudomonas et Entérobactéries (Tableau 1).

10
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Tableau 1 : Principales bactéries qui causent les kératites bactériennes (Bourdais, 2016)

Bactéries Aérobie Anaérobie
Staphylococcus aureus.

Cocci Gram (+) Staphylococcus epidermidis.
Streptococcus pneumonia.
Entérocoques.

Neisseria gonorrhea et autres.
_ Corynebacterium. Propionibacterium.
Bacille Gram (+) Listeria. Actinomyces.

Pseudomonas aeruginosa.

Bacille Gram (-) Entérobactéries (Serratia, Fusobacterium.
Enterobacter, Klebsiella,

Escherichia...).

Haemophilus.

Acinetobacter.
Coccobacille Gram (- Moraxella

4.2.2 Les kératites virales

Connu également sous le nom des kératites herpétique, elle est le plus souvent causée
par le virus Herpes Simplex-1 (HSV-1) ainsi que d’autres genres viraux tels que : le virus de
[’hépatite B, virus Varicelle-Zona (VZN), I’Adénovirus et Cytomégalovirus (Schalk, 2017). Les
kératites herpétiques sont présentées sous plusieurs formes a la base de la couche cornéenne
altérer ; en effet, si la réplication de virus se situe au niveau de 1’épithélium, on parle des
kératites épithéliales (Semaha, 2020). Cependant si celle si pénetre le stroma, on parle des

kératites stromales nécrotique ou non(Semaha, 2020).

4.2.3 Les kératites fongiques

Appelée aussi kératomycose, se sont des infections cornéennes d’origine fongique dont
la gravité réside dans la difficulté du diagnostic qui est retardé a cause de I’asptomatologie des
premiers stades de I’infection. Cette forme de kératite est di a la pénétration des germes souvent
opportunistes tels que les champignons filamenteux, les levures ou des champignons
dimorphiques qui peuvent propager profondément et altérer la membrane de Descement et la
chambre antérieure engendrant une endophtalmie (Semaha, 2020).

11
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4.2.4 Les kératites amibiennes

Les kératites amibiennes représentent une infection récente (1cas en 1970), rare qui se
définie comme étant une inflammation cornéenne caractérisé par des douleurs intenses, pouvant
endommager la vision et mener a I’opacité suite a la pénétration d’une amibe souvent du genre
Acanthamoeba qui envahie le stroma et provoque des endommagements au niveau de celui-ci,
en détruisant les kératocytes (Coulon, 2011). La gravité de cette forme de kératite réside dans
la difficulté du diagnostic d’un c6té et la résistance des amibes aux traitement pendant quelque

semaine d’un autre c6té (Boro, 2014).

4.3 La pathogeénicité des facteurs de risques

Une diversité de facteur est a ’origine de 1’apparition et la survenue des kératites,
cependant les germes causant cette infection oculaire est le plus souvent provienne de la flore
commensale oculaire alors que dans les cas post-opératoires ou post-traumatique il s’agit
généralement des germes inhabituels d’origine environnemental (Bourdais, 2016). La survenue
des kératites est due principalement a la pathogénicité du germes causals d’un coté et 1’état
immunitaire de 1’hote d’autre c6té ou les taux de 1’apparition chez les patients présentant des
défaillances immunitaires est important, il s’agit des patients immunodéprimés ou ceux qui
prennent des immunosuppresseurs tels que les corticoides dont 1’utilisation abusif et intensif
facilitent la propagation de 1’agent causal d’un c6té et bloquent I'initiation de la réaction
inflammatoires d’un autre coté. Le port des lentilles de contact est le facteur de risque le plus
identifi¢ dans les derniéres années a cause de I’augmentation des taux de leur utilisation. Cette
infection oculaire peut se manifester aprés une chirurgie cornéenne tels que la greffe de la
cornée ou chirurgie de la cataracte (T. Bourcier et al., 2011). L’intervention des kératites peut
avoir lieu chez des patients ayant des pathologies chroniques oculaires ou traumatisme cornéen

végétal (ou tellurique) (Boro, 2014)
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1 Définition
Les kératites fongiques appelé aussi les kératomycoses sont des infections cornéennes
qui surviennent lors de I’invasion des cornées 1ésées ou saines par des champignons. Il s’emble
y’avoir une relation étroite entre les zones géographiques et I’apparition des kératites fongiques
dont leurs taux d’apparition est plus importante dans les zones a climat tropicales tels que
Amériques du Sud, Afrique, Moyen Orient et 1’Asie (Bourdais, 2016) ou se trouve les

conditions favorables pour la multiplication et le développement fongiques.

1.1 Pathogenie

L’apparition des kératites fongiques se manifeste par ’altération des systémes de
défense anti-infectieux de la cornée tels que la barriere épithéliales, film lacrymal ou clignement
palpébral (Laatfa, 2019). Aprés invasion fongique du stroma les cellules concernées par le
systeme immunitaire innée dite phagocytaire interviennent pour se défendre. Dans un premier
temps ces cellules immunitaires reconnaissent la paroi cellulaire des champignons (Semaha,
2020) en se basent lors de ce processus sur les récepteurs de types NOD (Nucleotid-binding
Oligomerization Domain proteins) et les récepteurs de types Toll. Ce processus déclenche une
réponse inflammatoire joignant le relargage des cytokines pro-inflammatoire il s’agit de MIP-
2 (macrophage inflammatory protein-2), TLR (Toll-like receptor) dont TLR2, TLR4 et TLR9
et une diversité des interleukine (IL-1, IL-16, IL-8, IL-17) (Semaha, 2020) ainsi que TNF-a

(Tumornecrosis alpha) (Figure 3).

Epithelium
Hyphae
rin Doctie e~ . . )
~ -~ S - eutrophils
Macrophages N Sk ‘@ frin
= -
» 1 RIL-17 receptor

Stroma ~ P J.
= rim CNFx8 D
Dendritic cells l

CXC chemokines, IL-15, IL-17 ROS » Fungal killing

Endothelium

Figure 3 : Cascade inflammatoire des kératomycoses (Semaha, 2020)
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Les agents fongiques causals peuvent entrainer une endophtalmie (Benoit, 2017) en
pénétrant le stroma et la membrane de Descemet et enfin en se propageant dans la chambre
antérieure (Benadada, 2017).

La formation du biofilm surtout lors de la survenue des champignons filamenteux
(genéralement dans le cas de Fusarium) represente un facteur primordial dans la pathogénicité.
2 Les agents responsables

Les genres des champignons les plus identifier et qui accusent les kératites fongiques
sont regroupés dans le (Tableau 2).

Tableau 2 : Principales germes causant les kératites fongiques (Bourcier et al., 2007)

Champignons filamenteux ~Levures Di-morphiques

Non pigmentés Pigmentés

Fusarium Curvularia Candida Blastomyces
Aspergillus Alternaria Cryptococcus Coccidioides
Acremonium Phialophora Geotrichum Paracoccidioides
Paecilomyces Bipolaris Malassezia Sporothrix
Penicillium Exserohilum Rhodotorula Histoplasma
Scedosporium Cladosporium

Beauveria Lasiodiplodia

Metarhizium Phoma

2.1 Les champignons filamenteux

Comme leur nom I’indique ils sont formés d’un réseau de filaments ou hyphes appelé
mycélium. Ce sont des organismes multicellulaires hétérotrophes, caractérisé par la présence
d’un thalle. La forme sporadique des champignons filamenteux est retrouvée dans
I’environnement (dans 1’air, I’eau et méme dans la nature) ce sont donc des organismes
ubiquitaires. Leur présence est primordiale au cours du processus de recyclage des matiéres
organiques (Lecellier, 2013). Les kératites fongiques due aux champignons filamenteux
apparaissent a des taux plus importants dans les climats tropicaux. Fusarium solani ainsi que
Aspergillus niger sont les agents causals les plus identifiés dans les kératomycoses a

champignons filamenteux.
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2.1.1 Fusarium solani

Fusarium solani est I’espéces la plus importante et la plus étudié du genre Fusarium. C’est
un champignon ubiquitaire retrouvés au niveau du sol, I’eau et méme 1’air. IIs sont identifiés le
plus souvent dans les zones tropicales et subtropicales (Foucaud, 2012). Elle comporte 60 sous-
especes phylogénétiques connu par « Le complexe d’espéces Fusarium solani FSSC » (Ben-
Amira, 2018). La culture de Fusarium solani est rapide et se fait sur milieu Oatmeal agar
présentant des colonies duveteuses ou cotonneuses doté d’une couleur blanche a crémes avec
revers pale (Almi, 2016). Elle est morphologiquement caractérisée par la présence des
conidiophores ramifié disposé sur les thalles des coussinets ainsi que la présence des

macroconides et microconides sur les conidiophores :

» Macroconides : Fusiformes et cloisonnés (Almi, 2016) d’une épaisseur de 28 a 42um
sur 4 a 6um, il s’agit généralement de 3 a 5 septa disposée sur des conidiophores courts
et branché (Debourgogne, 2013).

> Microconides : Disposée en chainettes ou agglutinées en fausses téte (Ben-Amira, 2018)
d’une épaisseur de 8 a 16pum sur 2 a 4,5um, elles sont disposées sur des conidiophores
plus allongés et verticilles (Debourgogne, 2013).

Taxonomie du Fusarium solani (Debourgogne, 2013)

Régne Fungi.

Division Ascomycota.

Classe Sordariomycetes.
Sous classe Hypocreomycetidae.
Ordre Hypocreales.
Famille Nectriaceae.

Genre Nectria.

2.1.1.1 Les infections due a Fusarium solani

Fusarium solani est caractérisé par un pouvoir pathogene assez important vers différents
organismes vivants (végétaux, animaux et ’homme) cette pathogénicité est due a la synthése

de mycotoxines. En effet, Fusarium solani peut contribuer a une diversité d’infections qui

16



Syntheése bibliographique Chapitre 02

peuvent étre superficielles tels que les infections fongiques ongulaire appelée onychomycose.
Ou les infections fongiques du pied appelée mycétomes (Benoit, 2017). Dans d’autres cas ces
infection peuvent étre profondes tels que les infections cutanées chez les diabétiques et les

brulés.

Fusarium solani est aussi impliquée dans D’apparition des kératites fongiques
(Figure 4). En effet la particularité de cette espece est la grande capacité a former des biofilms
sur les lentilles de contacts (Benoit, 2017). De plus la richesse enzymatique de Fusarium solani

provoque la lyse cellulaire et tissulaires ce qui rend sa propagation et son développement facile.

Figure 4 : kératite a Fusarium solani (Debourgogne, 2013)

2.1.2  Aspergillus niger

Aspergillus niger est I’espéce la plus répandue du genre Aspergillus. C’est une espece
cosmopolite et ubiquiste, formé par le cloisonnement des hyphes ce qui conduit par la suite a la
formation du mycélium, caractérisé par une multiplication anamorphique (asexué). Connu aussi
sous le nom d’Aspergillus noir cette appellation provienne de 1’apparition des colonies
granuleuses noirs lors de la culture qu’est réalisé le plus souvent sur milieu Czapet (Quatresous,
2011). Aspergillus niger est également connu a I’échelle commercial par une usine et joue un
role important dans le recyclage et la dégradation de la biomasse végétales cette caractérisation
est due principalement a la richesse de son systeme enzymatique (Hayer, 2013).
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Taxonomie d’ Aspergillus niger (Aspergillus niger, 2020)

Régne Fungi.

Division Ascomycota.
Classe Eurotomycetes.
Sous classe Eurotomycetidae.
Ordre Eurotiales.
Famille Trichocomaceae.
Genre Aspergillus.

2.1.2.1 Les infections due a Aspergillus niger

La pathogénicité et le danger d’Aspergillus niger réside dans I’inhalation ou la digestion
ou méme le contact direct par contamination des matériaux tels que le cathéter ou les lentilles
de contact par les spores fongiques (Quatresous, 2011). La contamination par Aspergillus niger
peut aller d’une simple allergie a I’aspergillose pulmonaire invasive API (Melloul, 2015), cette
derniére figure I’infection la plus grave et 1a plus redouté de I’ensemble des infections due a
Aspergillus niger. Cette forme d’aspergillose est identifiée le plus souvent chez les patients

présentant des défaillances immunitaires (Raynard, 2018).

Aspergillus niger peut aussi causer des infections oculaires, il s’agit généralement des
kératomycoses (David M et al., 2008) (Figure 6) qui sont identifiés le plus souvent chez les
agriculteurs ainsi que les personnes portant des lentilles de contact (Thomas P. A., 2003), dans
ce cas une couleur noir est observée. Les kératites fongiques due a Aspergillus niger se

manifeste en 2 formes :

> Keératites primitives qui peuvent étre superficiel et qui provogue une réaction
inflammatoire moindre que les kératites plus profondes, avec formation d’ulcére.

> Kératites secondaires survenue sur des sites de lésion préalables (Quatresous, 2011).
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Figure 5 : Kératite a Aspergillus niger (David M et al., 2008)

2.2 Les levures (Candida albicans)

Les levures sont des microorganismes eucaryotiques unicellulaires immobiles, elles
regroupent environs 600 espéces différents. Caractérisées par un systéeme enzymatique tres
développés et une rapidité de reproduction. Les levures sont trés répandues dans la nature. Ces
microorganismes peuvent résister a des condition extrémes (PH, température et dessiccation).
Dans les climats tropicaux, les kératites fongiques due aux levures représentent 30% a 52% de
la totalité des kératomycoses ou le genre Candida représenté par Candida albicans est 1’agent

causal le plus identifié.

Reégne Fungi.

Division Ascomycota.

Classe Saccharomycetes.
Ordre Saccharomycetales.
Famille Saccharomycetaceae.
Genre Candida.

Espece Candida albicans.

Candida albicans est une levure dépourvue de capsule (El-Kirat-Chatel, 2010)
aérobienne d’une forme ovoide d’une largeur de 3 a 15um qualifiée par un polymorphisme

(transition morphologique de la forme levure et la forme hyphe) (Terki, 2015), et caractérisé

19



Syntheése bibliographique Chapitre 02

par un mode de reproduction asexué dite bourgeonnement de fagcon multilatérale. La mise en
culture de Candida albicans peut se fait sur trois milieux différents ; (MemoBio, 2012): milieu
Sabouraud additionné d’antibiotique, milieu Chromogéne, ou milieu pauvre (RAT, PCB), ou

elles poussent en 24 a 48h et donne des colonies blanches et crémeuses.

2.2.1 Les infections due a Candida albicans

Candida albicans peut étre a 1’origine d’une variété d’infection qui peuvent étre des
candidoses superficielles tels que les candidoses digestives. Ou des candidoses unguéales
généralement onyxis et périonyxis, il s’agit des contaminations des ongles (Lagane, 2007).
Candida albicans peut contribue a des candidoses profondes qui sont plus rares, elles
surviennent généralement au tant qu’infections liées aux soins dite nosocomiales (YOUCEF-
ALlI, 2014). L’évolution de cas peuvent conduire a des complications assez graves allant

jusqu’au choc septique et le déces.

Candida albicans peut étre a ’origine des kératites fongiques (Figure 7) avec des
symptomes non différenciables d’autres formes des kératomycoses. La survenue des
kératomycoses a Candida albicans est due généralement aux ports des lentilles de contact ce
qui signifie I’implantation d’un matériau étranger qui est responsable de blocage de la réaction
immunitaire de 1’h6te d’un co6té et la capacité de former un biofilm par Candida albicans d’un
autre c6té (Terki, 2015). La difficulté des kératomycose due a Candida albicans se réside dans

I’acquisition du cette espéces a une résistance vis-a-vis des agents antifongiques.

Figure 6 : Kératite a Candida albicans (Regina et al., 2007)
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2.3 Les champignons dimorphiques

Ce sont des champignons ubiquitaires possédant une particularité d’avoir a la fois une
phase filamenteuse (production des spores) et une phase levure (Laatfa, 2019). Ils sont identifiés
géneralement dans des infections profondes dans des cas particuliers ou les kératites fongiques
ne présente aucune spécifié symptomatiques, se manifestant comme les autres formes des

kératomycose filamenteuse ou non filamenteuse.

3 Diagnostic

3.1 Diagnostic clinique

Le diagnostic des kératomycoses est souvent tardif. La phase initiale du diagnostic
clinique est 1’étape interrogatrice du patient ce qui va orienter vers la forme fongique, la
résistance et la survie de I’infection malgré le traitement antibiotique pré-able ainsi que
I’existence de facteur de risque provoquant cette forme de kératite tels que le porte de lentilles
de contact, le traumatisme cornéen (végétal), la greffe de cornée, les chirurgies cornéennes et
les pathologie chronique (Laatfa, 2019). L’orientation du diagnostic clinique vers la forme
fongique est basée aussi sur la diversité des symptémes qui vont apparaitre de quelques heures
allant a quelques jours qui suit I’invasion et le développement de 1’agent responsable de cette
infection cornéenne. Il s’agit généralement des douleurs oculaires, d’une rougeur locale
associée a un larmoiement et une photophobie ainsi que la formation d’infiltrat satellite et des
contraction involontaire de la paupiere dite blépharospasme, et une diminution de 1’acuité
visuelle qui varie selon la couche cornéenne atteinte. Cette diversité et variété de symptomes
ainsi que leur intensité est due principalement a la vulnérabilité du patient et a I’état oculaire

avant la contamination ainsi que la pathogénicité de 1’agent causal (Bourdais, 2016).

3.1 Diagnostic paraclinique

3.1.1 L’examen bio-microscopique

Cet examen permet de préciser les signes et les indications observés lors d’une
inflammation cornéenne. Le premier signe a observer est la Iésion épithéliale caractérisée par
une couleur grisatre ainsi qu’une certaine rugosité avec une difficulté de limiter la Iésion a cause
des infiltrats ou des ulceres présents. Dans le cas de champignons filamenteux, une visualisation
a I’échelle stromal permet d’observer la présence d’infiltrats stromal a bord irréguliere avec un
taux d’inflammation assez diminuer voir absente [ (Foucaud, 2012) ; (Semaha, 2020)]. Dans le

cas champignons filamenteux pigmenté il peut y avoir une pigmentation au fond de 'ulcere
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avec observation de I’anneau immunitaire (Figure 7) de Wessely qui entoure I’infiltrat central
(Semaha, 2020), alors qu’au niveau d’endothélium il y a formation des plaquette dite hypopion
(Figure 8). Dans le cas de levures 1’observation montre une formation de micro-ulcere (Figure
9) souvent superficielle de forme ovales doté d’une couleur blanc-jaune associé¢ a un cedéme

stromal (Foucaud, 2012).

Figure 7 : L'anneau immunitaire FEigure 8 : Infiltrant stromal  Eigure 7 :Micro-abces
dans le cas des kératomysoses et hypopion "Satellites" des kératomycoses
(Benadada, 2017) (Benadada, 2017) (Benadada, 2017)

3.1.2 Examen biologique

I1 s’agit d’une succession d’étape initié¢ par un prélévement qui va étre soit destiné vers

le diagnostic direct soit la mise en culture pour effectuer par la suite une variété de tests.

3.1.2.1 Le préelévement

Il s’agit de grattage de la cornée, c’est la technique référentielle qui s’effectue par un
ophtalmologue en utilisant soit la lampe a fente soit le microscope opératoire dans le cas d’une
intervention chirurgical (Benadada, 2017). Le grattage cornéen consiste a extraire les berges et
la base de 1’abcés en protégeant la conjonctive et les paupiéres qui ne doivent pas étre affecter
(Bourcier et al., 2007). Il est souhaitable de réaliser le procédé du prélévement avant la

prescription du traitement medical (Moufaddal, 2019).

3.1.2.2 Examen direct

Comme son nom l’indique c’est une méthode directe et plus rapide que la mise en
culture. Il s’agit d’une variété de coloration faite soit par I’hydroxyde de potassium (KOH) ou
le blanc de calcofluor, le May-Grunwald-Giemsa (MGG) ou le bleu au lac-tophénol (Laatfa,

2019). La coloration de gram peut étre utilisée pour 1’examen direct bactériologique.
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Ces procédés sont effectués sur une lame contenant 1’échantillon obtenue du grattage

cornéen.

Malgré la rapidité de cette technique I’inconvénient de celle-ci reside dans la difficulté

de détecter avec précision 1’agent causal (Benoit, 2017).

3.1.2.3 Mise en culture

Le grattage diriger pour la culture bactérienne ou fongique est réalisé a I’aide d’un
écouvillon Eswab (Laatfa, 2019). Il faut toujours accoupler I’examen mycologique avec un
autre bactériologique puisqu’il existe une coinfection bactérienne dans 30% a 40% des cas
(Benadada, 2017). Le milieu le plus utilisé dans la culture fongique est souvent le milieu
Sabouraud dextrose (Semaha, 2020) et Chromold. Les résultats des cultures des kératomycoses
filamenteux apparaissent entre 2 a 4 jours mais certains genres filamenteux tels que Fusarium
nécessitent une durée d’incubation assez long qui peut atteindre les 3 semaines. Au contraire
des levures nécessitent un temps d’incubation compris entre 24 et 48heures (Semaha, 2020).
L’identification de germes en cause peut étre adaptée a partir d’une analyse morphologique
suivie par une variété de tests tels que les tests biochimiques et les tests protéomiques. La
réalisation d’un antifungigramme peut étre entreprise mais la difficulté de déterminer les
concentrations minimales inhibitrice CMI est due a la différenciation entre les résultats in vitro
et leur efficacité clinique (Shapiro et al., 2010). Cette technique comme toutes les techniques

ont des avantages et des inconvénients définies dans (Tableau 3) :

Tableau 3 : Avantages et limites de la culture mycologique dans les kératites fongiques
(Semaha, 2020)

Avantages Limites

Simple, peu codteux et facilement disponible Prend du temps (nécessite des jours ou des
semaines en fonction du champignon)

Différenciation des éléments fongiques morts = Faux négatif en raison d'un échantillon

et vivants insuffisant, d'un échantillon provenant d'un
site inapproprié, d'une utilisation antérieure
d'antibiotiques, d'une atteinte cornéenne
profonde, etc...

Détection des infections mixtes fongiques ou Faux positif en raison de contaminants
fongiques / bactériennes environnementaux
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Différenciation des infections a moisissures
et a levures

Identification ~ présomptive
communes au genre et a l'espece

d'étiologies

Isolement de champignons pour des études
morphologiques et / ou moléculaires, tests de
sensibilité antifongique

Evaluation des résultats du traitement avec
des cultures répétées (par exemple Culture en
6 jours)

4  Thérapeutique

Faible sensibilité

Manque d'identification précise au niveau de
I'espéce chez les espéces morphologiquement
similaires

Manque d'identification dans les colonies
sans sporulation

Besoin d’un microbiologiste expérimenté

La kératomycose est une urgence thérapeutique difficile a traité avec des résultats moins

satisfaisantes que celles des autres kératites surtout bactériennes (Semaha, 2020). Le choix

thérapeutique est défini selon le degré d’inflammation ainsi que le cas du patient.

4.1 Traitement médicale

Le traitement médical des kératites fongiques est basé dans un premier lieu sur les

différents types d’antifongiques associe a des traitements antibactériens a large spectre pour

assurer le non survenu des infections bactériennes secondaires (Dermu, 2014) et éviter la

formation des biofilms. Il y a une différenciation de 4 familles d’antifongiques dont chacune

regroupe plusieurs classes il s’agit de :

> Groupe de Polyenes : il s’agit d’amphotéricine B (FUNGIZONE®) et natamycine.

» Groupe des azolés : comporte 2 classes différents d’antifongiques les imidazolés et les

tri-azolés qui comporte & son tour une variété de molécules, il s’agit de :
e ltraconazole (SPORANOX®).
e Fluconazole (TRIFLUCAN®).

e Voriconazole (V-FEND®).

e Posaconazole.

» Groupe de pyrimidine : il s’agit de flucytosine sous forme de SFC, ANCOTIL®.

» Groupe des échinocandines : il se différencie en 3 formes ; Caspofungine
(CANCIDAS®), micafungine (MYCAMINE®) ainsi qu’anidulafungine (ECALTA).
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Le tableau ci-dessus (Tableau 4) est un Protocol thérapeutique dans le traitement des

kératomysoses.

Tableau 4 : Protocole du traitement des kératomycoses(Semaha, 2020)

Aspect clinique

Kératomycose épithélial au stade débutant :
traitement local par collyre seulement.

En cas d’atteinte cornéenne profonde :
Traitement général a ajouter
En cas d’endophtalmie ou d’évolution

défavorable

4.2 Traitement chirurgical

Traitement médicamenteux

Levure identifiée Amphotéricine B +
Fluconazole
Filament identifié Amphotéricine B +

Voriconazole

Filament identifié Voriconazole per o0s
(Vfend®)

Levure identifiéee : Fluconazole per os
(Triflucan®) Sauf Candida krusei, Candida

glabrata : Voriconazole (Vfend®)
Discuter cas par cas :

» Caspofungine (Cancidas®) intraveineuse

» Injection intra-stromale de voriconazole
(50pg/0,1ml)

» Injection intra-camérulaire de
voriconazole (100ug/0,1ml)

> intravitréenne  ou  intra-
d’ Amphotéricine B

Injection
camérulaire
(5png/0,1ml)

La thérapie chirurgicale est la solution qui vient aprés une évolution ou des

complications des kératomycoses ou simplement dit si le traitement médical n’a pas donné de

résultats satisfaisants. Malgré cela, 1’utilisation du traitement médical sera toujours faisable

dans le cadre de la diminution de la pathogénicité et la toxicité du germe avant 1’affectation de

la chirurgie. Dans un premier temps un débridement quotidienne de ’ulcére sera nécessaire afin
p p q

de diminuer le taux de germes infectant et éliminer le matériel nécrotique (Foucaud, 2012).

Dans le but d’améliorer 1’efficacité du traitement médical ; une variété de technique et de

méthodes est employer, la plus connu est la greffe cornéenne qui sera réalisé sous 2 formes; la

remiere forme gu’est une kératectomie ou une greffe lamellaire ou il s’agit d’échanger
g g
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seulement la partie cornéenne altérer (antérieur ou postérieur) (Mella, 2017), la deuxiéme forme

est une greffe transfixante dont la totalité de la corné est ponctionner (Massoudi, 2011).

4.3 Cross-Linking

Est une technique en cours d’évaluation surtout dans le cas des kératomycoses il s’agit
de faire une séance d’UVA (ultraviolets longs) aprés 1’utilisation de Riboflavine (produit
photosensible) dans le but de renforcer les liaisons entre des lamelles de collagénes intervenant

dans le stroma cornéen (L. Jouve et al., 2015).

5 L’évolution et les complications

L’¢évolution de ce type des kératites est plus lente en comparer aux celles des kératites
bactériennes qui peut durer plusieurs semaines a plusieurs mois, la cinétique de cette infection
repose nécessairement sur la défense et la résistance de 1’hote ainsi que la nature de 1’agent
responsable at la densité de I’inoculum et sa virulence (Laatfa, 2019). Le pronostic de cette
infection fongique de la cornée est mauvais, leur évolution est favorable dans 50 & 70% des cas
a cause du traitement medical (Bourcier et al., 2007). Dans 10 a 25% des cas il y a une perte
totale du globe oculaire alors que dans 30% des cas une greffe de la cornée est nécessaire. Ces
pourcentages varient en fonction des centres et des pays (Foucaud, 2012). Les kératomycoses
peuvent contribuer a des complications plus ou moins grave soit fonctionnelles ou anatomiques,
tels que : Dedescemetocéle, Leucomes, des fontes purulentes du globe, ’hypertonie oculaire,

les sclérites, 1’astigmatismes résiduel, la perforation cornéenne ainsi que 1’endophtalmie.
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1 Présentation de I’article

L’augmentation des taux d’apparition des kératites fongiques au cours des dernieres
années a permis 1’orientation de la communauté scientifiques vers la réalisation de recherches
afin d’analyser les facteurs contribuant a 1’apparition de cette infection et sa manifestation et
par la suite I’amélioration des aspects thérapeutiques. Cette partie du manuscrit a été réaliser en
se basant sur I’analyse d’une étude fait 1’objet d’une publication scientifique intitulé
« Study of pathogens of fungal keratitis and the sensitivity of pathogenic fungi to therapeutic
agents with the disk diffusion method » a été réalisé par Wanga et al en 2015 au niveau du
département d’ophtalmologie, de I’hdpital populaire de 1’université Zhengzhou "Chine". Cette
étude a I’objet d’une publication dans le journal « Current Eye research » et qui a pour identifier
et de déterminer les germes fongiques responsables de la survenu de kératite et de tester

I’efficacité des agents antifongiques sur ces germes.
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Study of pathogens of fungal keratitis and the sensitivity of pathogenic fungi to
therapeutic agents with the disk diffusion method

Lulu Wanga, Liya Wanga, Lei Hana et Weijing Yina

Rappelons que cet article a pour but d’identifier et de déterminer les germes fongiques
causant les kératomycoses en analysant et étudiant les relations entre ces microorganismes et
de tester I’efficacité des agents antifongiques sur ces germes par 1’utilisation de la méthode de

diffusion sur gélose.

1.1 Methodologies
1.1.1 Le prélevement
Cette étude a été menée au cours d’une période allant d’octobre 2013 a mars 2014, ou
1000 patients ont subi un examen biologique initier par un diagnostic clinique en utilisant le
microscope a lampe a fente, qui permet de tester la vision des patients, de spécifier la taille de
I’infection et de 1’ulcére ainsi que de déterminer avec précision la profondeur de I’infiltration

au niveau de la chambre antérieur.

Ce diagnostic microscopique a été suivie d’un grattage cornéen qui a été réalisé par
I’application d'un collyre anesthésique « chlorhydrate d'oxybuprocaine a 0,4 % » a I'aide d"une

lame chirurgicale microscopique a usage unique.

Le tissu prélever a été directement étalé sur une lame étiquetée pour un montage humide

au KOH a 10% et une coloration de Gram.

1.1.2 Laculture fongique

Sur les 1000 patients inclus dans cette étude ; les chercheurs ont considéré que 535
patients répondaient aux criteres spécifiés a savoir un diametre de Iésions supérieur ou égale a
2 mm x 2 mm, des résultats fongiques positifs et des résultats bactériens négatif. Les patients
exclus étaient ceux qui présentaient une perforation cornéenne ou une défaillance immunitaires

tels que les maladies auto-immunes, le diabéte, ou les femme enceintes.

Le grattage cornéen du 535 patient faisant partie de la suite de 1’étude ont été ensemencé
sur le milieu Sabouraud ou gélose dextrosé a la pomme de terre. Le résultat été considére

comme positif si le champignon s'est développé dans les deux milieux ou I'un de deux milieux.
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L'identification des germes a été basée sur les caractéristiques macroscopiques et

microscopiques.

1.1.3 Test de sensibilité aux médicaments et traitement

Dans un premier temps les chercheurs ont traité les patients tout au long d'une semaine
par différents collyres il s'agit de natamycine a 5 %, voriconazole a 0,5 % et de terbinafine a
0,25 %. Apres l'obtention des résultats une orientation du traitement a été effectué suivant la

sensibilité du germe aux agents antifongiques.

Les chercheurs ont établi une variété de tests in vitro afin d’évaluer I'efficacité des agents
antifongiques sur les germes causant les kératomycoses. La méthode utiliseée était celle de
diffusion sur gélose, selon les normes établies par le CLSI (Espinel-Ingroffer et al., 2010). Les
germes ont été considérés comme étant sensible si la zone d'inhibition était supérieure a 20 mm

de diametre.

Le suit des patients a été réalisé chaque semaine allant jusqu’a trois mois apres guérison.
Lors de ce suivi plusieurs examen ont été réalisé tels que la mesure de la taille et la profondeur
de Il'infiltration a l'aide de microscope a lampe a fente, et microscope confocale qui meéne a
I'observation des changements dans les mycéliums fongiques. Les cas représentaient aucun
signe de guérissions ou d’amélioration aprés un mois de traitement médical ont subi une
intervention chirurgicale. Cependant le traitement médical était considéré comme efficace s'il
y avait récupération de I'épithélium cornéen sur la Iésion infectée, absence de perforation

cornéenne, ainsi qu’une absence de myceélium fongique.

Les chercheurs ont réalisé une variété de tests statistiques par SPSS18.0 (IBM, USA) et

qui sont décrit dans le tableau suivant (Tableau 5) :

30



Analyse d’article

Tableau 5 : Les analyses statistiques

Analyse Test statistique

Zones d'inhibition de divers germes Analyse de variance a deux voies (ANOVA).
fongiques traités avec différents agents
antifongiques

Zones d'inhibition de divers germes ANOVA asens unique.
fongiques traités avec le méme
antifongique

Les résultats cliniques de la kératite Le test du khi carré
fongique multi-germiques

Relation entre la taille de la zone Larégression logistique
d'inhibition et les résultats clinique de

kératomycose  traitée par ['agent

antifongique

1.1 Résultats et discussion

1.1.1 Lediagnostic microbiologique

Sur les 1000 patients inclues dans cette étude, seul 535 patients répondaient aux critéres
specifier par les chercheurs. Ces patients englobent 365 hommes et 170 femmes avec un
intervalle d'age compris entre 6 et 82 ans dont la majorité (82,3 %) été comprise entre 40 et 70

ans.

Lors de diagnostic microbiologique, Wanga et al ont identifié une variété de germes
fongiques (36) dépendant de la région géographique du prélevement. Aspergillus étaient le
germe dominant dans 288 cas, répartie en 159 cas causé par Aspergillus flavus, 45 cas par
Aspergillus fumigatus, 43 cas par Aspergillus oryzae et 41 cas causé par d'autres especes
d'Aspergillus. Les kératomycoses due a Fusarium été retrouve uniquement chez 103 cas alors
que 144 cas été contaminé par différents germes fongiques. Selon les résultats les chercheurs
ont prouvé que la prédominance du genre Aspergillus spp et Fusarium spp figurant 70 a 80 %
et de 10 % respectivement des cas de kératite en Chine. Ces résultats ont été en concordance
avec celles de (Xie et al., 2006), et divergente des autres rapports ou Fusarium spp figure (49,7
%) et Aspergillus spp (17,6 %) dont les chercheurs ont rendu cette différence a la différence

géographique et saisonniére du prélévement.
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1.1.2 Test de sensibilité et traitement

Wanga et al, ont appliqué la méthode de diffusion sur disque afin d'évaluer et de tester
in vitro la sensibilité des germes causants aux différents agents antifongiques, ou ces résultats
ont été représenté par ANOVA bidirectionnelle. Les résultats des tests sont ordonnés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 6) :

Tableau 6 : Les taille des zones d'inhibition des germes fongiques traité avec divers

agents antifongiques en mm :

Fusarium Autres champignons

288 103 144
22.95+9.00% 25.34+7.70° 30.17+11.17°
36.33+10.80? 25.34+7.70 30.24+12.50¢ ¢
46.55+14.33 21.54+10.38% ¢ 36.54+16.142
13.37:5.40° 11.80+3.74° 18.75+7.93°
15.90+6.302 10.79+4.23¢ 16.78+8.01°

p? <0.000 Comparer avec Aspergillus traité par terbinafine.

P* <0.000 Comparer avec d’autres champignons traités par natamycine.
P¢ <0.000 Comparer avec d’autres champignons traités par terbinafine.
P¢ <0.000 Comparer avec Aspergillus traité par voriconazole.

Pe <0.000 Comparer avec Fusarium traité par voriconazole.

Dans le cas du traitement des divers genres fongiques avec divers agents antifongiques,
les chercheurs ont observés des différences importantes au niveau de la taille des zones, ou lors
du traitement avec la natamycine la zone d'inhibition d'Aspergillus spp étaient nettement plus
petites que celles de Fusarium spp et d'autres champignons, alors que dans le cas du
voriconazole, la zone d'inhibition d'Aspergillus spp était significativement plus grande que
celles de Fusarium spp et d'autres champignons. Dans le cas du terbinafine la zone d'inhibition
d'Aspergillus ssp été plus grande par rapport a celles du Fusarium spp et d'autres champignons.
Dans les cas du traitement de la totalité des germes avec I'amphotéricine B et kétoconazole il y

a observation des zones d'inhibition significativement petites par rapport aux autres molécules
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antifongiques. A partir de ces résultats les auteurs ont conclus que le genre Aspergillus spp été
le plus sensible a la terbinafine, puis au voriconazole, cependant les rapports de (Lalitha et al.,
2006) ont demontré que la CMI50 de la natamycine était supérieure ou égale a celle du
voriconazole, alors que la CMI90 de natamycine été plus élevée a celle du voriconazole (sauf

pour le Fusarium ssp et Bipolaris spp).

Les resultats des tests réalisés par les auteurs été cohérente avec celle des rapport
précédente (Lalitha et al., 2006) qui ont été réalisé en se basant sur la méthode conventionnelle

de dilution en bouillon.

Les auteurs montraient que les résultats cliniques de la kératomycose eétaient
proportionnellement étroits a la sensibilité du pathogéne traité par la natamycine in vitro cela
signifie que lors du traitement par la natamycine plus la zone d'inhibition été grande plus la

probabilité de guérissions été grandes et plus le taux d'éviscération été faible.

Cependant cette étude n’a pas montré une telle corrélation pour la terbinafine ou le
voriconazole, de plus d’autres études montre que plus les CMI de la natamycine et du
voriconazole sont élevées, plus la probabilité de perforation cornéenne est élevée. Wanga et al
ont corréler les résultats cliniques par le nombre d'agents antifongiques auxquels les germes
étaient sensibles malgré que cette corrélation n’ait pas grande comme celle entre la taille de la

zone d'inhibition et les résultats cliniques lors des travaux in vitro.

1.1.3 Suivie des patients

Seul les patients (236) ayant complété leurs dossiers ont été suivis par les responsables
pendant une période pas moins de 3 mois apreés la guérissions soit par traitement medical ou

chirurgicales.

Les résultats de guérissions des patients atteints de kératite fongique lors de cette étude
été importantes avec une proportion de 72,88% ce qui est supérieur a celle des études
précédentes (Marlon Moraes et al., 2009). Wanga et al exprime que cette amelioration est due

a la variété des souches fongiques et les stratégies thérapeutiques.

Wanga et al ont considéré leur étude comme étant limité a cause de l'incapacité de
cultivé certains germes présents dans les isolats cornéen, cependant ces patients présentaient

des résultats cliniques moins satisfaisantes. Les auteurs ont rendu la raison de ces résultats aux
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erreurs de prélevement ou a la difficulté de localisée la Iésion et par la suite une inefficacité du
traitement. Wanga et al ont conclu leur travail en déclarant qu’il y aura besoins d'autres
techniques plus avancées et qui doivent étre appliqué afin de dépasser ces limites ainsi qu’ils
ont affirmé 1’obligation d'une intervention chirurgicale dans le cas d'avoir moins d'agents

sensibles.

Wanga et al ont énoncé que jusqu'a la date de 1’étude aucun rapport n’été fait sur
I’association entre la zone d’inhibition et I’évolution clinique tandis que I’étude de la sensibilité
au agents antifongiques in vitro et de I’efficacité clinique du médicament dans le cas des

kératomycose a été limitée.
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Conclusion

Les kératites fongiques ou les kératomycoses sont des infections cornéennes séveres,
redoutables et multifactorielles. Il en résulte des codts de santé publique et socioeconomique
vénérable. Leurs prises en charge est un véritable challenge puisqu'elles représentent 1’une des
principales causes de cécité au monde. Malgré I'apparition des nouveaux traitements
antifongiques appropriés pour la plupart des agents pathogeénes impliqués dans la survenue
d’une telle infection, et ’amélioration considérable de ces traitements ainsi que la prise en
charge au fil du temps, le pronostic et les résultats cliniques restent souvent médiocres suite a
I'acquisition de la résistance des germes fongiques vis-a-vis des différentes molécules

antifongiques, ce qui représente un défi supplémentaire.

Notre étude a permis de connaitre la forme fongique des kératites "kératomycose" qui
est caractérisé par sa complexité et sa sévérité ainsi que de mettre en lumiere les facteurs
favorisants et aggravants la survenue de celle-ci ou elle est causee par une variété de germes

fongiques dont leur identification est une condition nécessaire pour le choix thérapeutique.

Au terme de cette étude et en se basant sur les résultats de I'analyse d'articles nous avons
relevé que les genres pathogenes prédominants a la survenue des kératomycoses étaient
significativement Aspergillus et Fusarium ; dont les infections dues a Aspergillus spp étaient
présente les pires résultats. A partir des résultats des isolats fongiques traités par la natamycine
on peut conclure gue plus la zone d'inhibition d'isolats traités par la natamycine est petite, plus
la probabilité que la kératite fongique soit traitée est faible. 1l est donc nécessaire de mener
d’autres études plus adaptées, car cette pathologie demeure un probléme de santé publique qu'il

ne faut pas négliger.

La kératomycose est une pathologie dont les séquelles peuvent étre évitées par le biais
des stratégies qui devrez étre multidimensionnelles renfermant des techniques de diagnostic
précoce et précises, la découverte de nouveaux agents antifongiques afin de résoudre le
probléme du développement de la résistance aux médicaments ainsi que la prévention qui figure
un indicateur fondamental pour I'élimination des facteurs prédisposants ces parametres

conditionnent le pronostic visuel final du patient.
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Sensitivity of Pathogenic Fungi to Therapeutic Agents
with the Disk Diffusion Method

Lulu Wang, Liya Wang, Lei Han and Weijing Yin

Department of Ophthalmology, Zhengzhou University People’s Hospital, Zhengzhou, PR. China

ABSTRACT

Purpose/aim of the study: To identify the causative fungi of fungal keratitis, test their susceptibility to antifungal
agents with the disk diffusion method and study the relationship between the organisms, the inhibition zones
and the clinical outcomes.

Materials and methods: 535 patients with fungal keratitis in one eye were included in this study. Pathogenic fungi
were isolated by corneal scraping, identified by fungal cultivation and subjected to drug sensitivity tests
conducted with the disk diffusion method. The patients were treated initially with voriconazole, terbinafine and
natamycin eye drops for one week. Further treatment continued using the most effective drug according to the
drug sensitivity results. The patients were followed up every week until three months after cured.
The inhibition zones of fungi cultured with voriconazole, terbinafine and natamycin were compared. The
relationship between inhibition zones and organism, organism and treatment results measure, and each
treatment results measure and inhibition zones were evaluated.

Results: Of 535 patients, 53.84%, 19.25% and 26.91% were infected with Aspergillus, Fusarium and other fungi,
respectively. Keratitis patients infected with Aspergillus keratitis had the worst outcome. The size of the
inhibition zones of Aspergillus spp., Fusarium spp. and other fungal genera differed significantly in response to
voriconazole, terbinafine and natamycin. The inhibition zone associated with natamycin correlated significantly
with the clinical outcome of fungal keratitis (OR = 0.925), but no other such correlations were found for the other
drugs tested.

Conclusions: Aspergillus and Fusarium were the predominant pathogenic genera causing fungal keratitis in our
patients. Among the causative fungi, infections due to Aspergillus spp. were associated with the worst
outcomes. The inhibition zones of fungal isolates in response to natamycin significantly correlated with the
treatment outcomes of keratitis. Specifically, the smaller the natamycin inhibition zone, the lower the probability
that the fungal keratitis had been eliminated.

Keywords: Disc diffusion method, drug sensitivity, fungal pathogens, inhibition zone, keratitis, treatment
results

INTRODUCTION

Fungal keratitis is a significant cause of blindness all
over the world. Among patients with corneal ulcer,
fungal keratitisis is as high as 34.4-61.9%." Some
studies indicate that early appropriate drug treatment
and timely effective surgical intervention is very
important to eliminate the fungal infection and save

the vision and eyeballs of patients. However, the
susceptibility of keratitis-causing pathogens to anti-
fungal drugs can vary.

Previously, the sensitivity of keratitis-causing
fungi to antifungal drugs was most often judged
according to the minimum inhibitory concentration
(MIC) measured by the broth dilution method
(in vitro), approved by the Clinical and Laboratory
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Standards Institute (CLSI). More recently, the disk
diffusion method has been applied for antifungal
drug susceptibility testing, because it is easier to
perform, faster and less expensive compared with
other methods.®” However, antifungal-drug sensi-
tivity testing using the disk diffusion method
for pathogens that cause keratitis has not been
reported.

In the present study, the disk diffusion method was
used to evaluate the susceptibility to antifungal drugs
of pathogenic fungi that cause keratitis. Subsequently,
associations of the fungal strains between drug
sensitivity and clinical outcomes of fungal keratitis
were investigated. Thus, the present study provides
useful information for effective treatment of fungal
keratitis.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

From October 2013 to March 2014, more than 1000
patients at the Zhengzhou University People’s
Hospital received diagnoses of fungal keratitis after
slit-lamp microscopy, corneal scraping and fungal
cultivation. Of these, 535 patients with one affected
eye met the following criteria for pathogen drug-
sensitivity testing and inclusion in the study: fungal
keratitis lesions >2mm x 2mm, positive fungal test
via corneal scraping examination, and successful
fungal cultivation in vitro. Patients were excluded if
they did not meet the above criteria, or had corneal
perforation, autoimmune disease, diabetes, thyroid
disease, or were pregnant. The study was approved
by the Zhengzhou University People Hospital Ethics
Committee. Written consents were obtained from all
the patients in the study.

Materials

The medicinal eye drops used for the in vitro drug
sensitivity tests and clinical treatments were: 0.5%
voriconazole (H177900, DSM Pharmaceuticals, USA),
0.25% terbinafine (H20063611, Beijing Medicine,
Beijing, China), 5% natamycin suspension (Natacyn,
ALCON, USA), or 0.1% amphotericin B, or 0.5%
ketoconazole (H20121489 and H20121485, respect-
ively; Henan Eye Institute, Zhengzhou, China).

Slit-Lamp Microscopy

After patients underwent a vision test, the size of
infection, size of ulcer, depth of infiltration and
inflammation of the anterior chamber were examined
via slit-lamp microscopy.

Corneal Scraping and Fungal Cultivation

After applying topical anesthesia with 0.4% oxybu-
procaine  hydrochloride eye drops (Santen
Pharmaceutical Co., Ltd, Japan) onto the cornea of
the affected eye, corneal scraping was performed
using a disposable microscopic surgical blade, under
a slit-lamp microscope. The tissue obtained from the
eyes was directly smeared onto a labeled slide for 10%
KOH wet mount and Gram stain examinations.
Patients were further considered for inclusion in the
study if the examination results were positive for
fungus in wet mount and negative for bacteria in
Gram stains. Subsequently, scrapings were used to
inoculate Sabouraud agar or potato dextrose agar for
fungal cultivation. Fungal cultures were determined
to be positive if the fungus grew in both agars or grew
very well in one of the agars. Identification of fungi
was based on gross and microscopic characteristics,
which have been described previously.®

Drug Sensitivity Test

The sensitivity of fungi to 0.5% voriconazole, 0.25%
terbinafine, 5% natamycin, 0.1% amphotericin B or
0.5% ketoconazole was measured using the disk
diffusion method in accordance with the M51-A
standards published by CLSL’'® The results were
recorded as sensitive if the inhibition zone was larger
than 20 mm in diameter.”'”

Treatment and Follow-Up

Before results of the drug sensitivity test were
obtained, the patients were treated with 5% natamy-
cin, 0.5% voriconazole and 0.25% terbinafine eye
drops for one week, after which the most sensitive
drug was administered according to the results of the
drug sensitivity test. All the patients were examined
every week until three months after cured. At each
follow-up, the size and depth of the infiltration was
determined using slit-lamp microscopy, and changes
in fungal mycelia using confocal microscopy. In cases
in which there was no improvement of symptoms
after one month of drug treatment, a surgical inter-
vention was applied and the drug treatment was
considered not effective. The drug treatment was
considered effective if there was recovery of the
corneal epithelium on the infected lesion, no corneal
perforation, no fungal mycelia (filaments) observed
under confocal microscope and elimination of inflam-
mation in the anterior chamber.

Statistical Analyses

The differences in inhibition zones among various
fungal genera treated with the various antifungal
agents were evaluated by two-way analysis of
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variance (ANOVA). The differences in inhibition
zones among various fungi treated with the same
antifungal agent were evaluated by one-way ANOVA.
The chi-squared test was used to analyze the clinical
outcomes of keratitis caused by various fungi. Logistic
regression was used to analyze the association
between the size of the inhibition zone and the
clinical outcome of the fungal keratitis treated with
the antifungal agent. p<0.05 was considered statistic-
ally significant. The software used for statistical
analyses was SPSS518.0 (IBM, USA).

RESULTS

Based on the positive results from fungal cultures, of
the 1000 patients screened, 535 patients (365 in males,
170 in females) received diagnoses of fungal keratitis.
The ages ranged from 6 to 82 years old, in which most
of them 40-70 years old (82.3%).

Most commonly, infections were due to Aspergillus
spp. (288 cases, 53.8%), specifically A. flavus (159
cases), A. fumigatus (45 cases), A. oryzae (43 cases), and
other Aspergillus species (41 cases). The second most
common fungal genera was Fusarium (103 cases,
19.25%). Two hundred and thirty-six patients had
complete records. These 236 were followed up for at
least three months, after the infection had been
eliminated by drug or surgical treatment, and the
clinical outcomes of these patients were recorded.

Comparison of Inhibition Zones Among
Different Fungal Isolates Exposed to Various
Antifungal Drugs

Up to thirty-two pathogenic fungal species were
identified and categorized as Fusarium, Aspergillus or
others. The antifungal sensitivity test was conducted
in vitro using the disk diffusion method. Significant
differences in the size of inhibition zones were
evaluated among various fungal genera treated
with various antifungal agents via two-way ANOVA
(Frungal genera = 88.06, p<0.000; Fantifungal drugs =477.79,
p<0.000).

The inhibition zones of various fungi when treated
with the same antifungal agent were also observed.
When treated with natamycin, the inhibition zones of
Aspergillus spp. were significantly smaller compared
with those of Fusarium and other fungi. However, the
inhibition zone of Aspergillus was significantly larger
than those of Fusarium and other fungi when treated
with voriconazole (Tables 1 and 2; Figures 1 and 2).
A larger inhibition zone was observed in Aspergillus
treated with terbinafine when compared with those of
Fusarium and other fungi (Tables 1 and 2; Figures 1
and 2).

The inhibition zones of fungal genera (Aspergillus,
Fusarium, and all others) in response to different

© 2015 Taylor & Francis, LLC
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antifungal agents were compared (Table 2). For
species of Fusarium, the inhibition zone in response
to voriconazole or natamycin was significantly larger
than that obtained via the other antifungal drugs. The
inhibition zones of Aspergillus spp. were significantly
larger in response to terbinafine than to the other
antifungal agents (F =571.61, p <0.000). The inhibition
zones of fungi other than Fusarium spp. and
Aspergillus spp. were largest in response terbinafine,
followed by natamycin and voriconazole (F=67.48,
p<0.000). For all the fungi tested, inhibition zones in
response to amphotericin B and ketoconazole were
significantly smaller inhibition zones compared with
those of voriconazole, natamycin and terbinafine
(p<0.000; Tables 1 and 2; Figure 3).

Comparison of Clinical Outcomes Among
Keratitis Caused by Various Fungi

The overall rate of cure was 72.88% in the patients
with fungal keratitis (Table 3). Of all the pathogenic
fungi, Aspergillus had the worst outcome with a low
rate of cure (65.54%) and a higher evisceration rate
(x*=6.77, p=0.034).

Correlation Between the Size of Inhibition
Zones and Clinical Outcomes

Considering the antifungal drug natamycin, a high
correlation was observed between the size of inhib-
ition zone and clinical outcome; the larger the inhib-
ition zone, the higher the rate of cure and the lower
rate of evisceration. The correlation could be
expressed mathematically as: In[P/(1 —P)]=2.304 —
0.082 x size of inhibition zone (OR =0.921).

In the other four antifungal drugs, no significant
correlation was observed between the size of the
inhibition zone and the clinical outcome.

In addition, in the in vitro experiment, the number
of drugs to which a fungal agent was susceptible
correlated with the clinical results of the fungal
keratitis, although the significance was not as great
as that between the size of the inhibition zone and
clinical results. The correlation could be expressed
mathematically as: In[P/(1—P)]=0.124 —0.353 x
number of sensitive drugs (OR =0.702).

The stepwise regression analysis indicated that the
size of the inhibition zone in response to natamycin
correlated more closely to clinical results than did that
of the other antifungal drugs.

DISCUSSION

Appropriate drug treatment in the early stage of
fungal keratitis is very important for improving



Downloaded by [RMIT University] at 13:00 14 August 2015

4 L. Wang et al.

TABLE 1 Size of inhibition zones of fungal isolates in culture with various antifungal drugs, mm.

Cases ~ Natamycin  Voriconazole  Terbinafine = Amphotericin B Ketoconazole Yes  No
Aspergillus candidus 3 28.00+£10.58  35.67 +4.04 35.00 +8.66 20.00+10.58 18.67 +7.23 1 0
A. flavus 159 21.73 £8.34 36.47+11.34 47.39+14.01 12.50 = 4.65 16.30+6.19 43 25
A. fumigatus 45 23.02+8.23 3469+11.11  48.80+11.94 14.56 +6.10 15.04 +5.46 10 5
A. japonicus 2 16.00+11.31 27.00 +26.87 32.00 +33.94 12.00£5.66 13.50+7.78 2 0
A. niger 28 31.61+9.47 40.04 +8.69 44.07+17.20 15.25+5.26 14.32+6.35 11 4
A. oryzae 43 20.21+8.12 37.65+7.58 47.00+13.27 14.02+6.48 17.65+7.51 10 6
A. ochraceu 4 23.25+9.22 2375+1040  32.00+16.41 16.25+6.70 15.00+7.79 1 0
A. terreus 1 30 40 45 14 9 1 0
A. versicolor 3 15.00+5.00 37.67 +4.04 53.00 +7.55 10.33 +0.58 11.00 +1.00 - -
Fusarium avenaceum 1 22 23 31 9 9 1 0
F. equiseti 1 25 20 15 9 9 1 0
F. moniliforme 25 26.28 +7.88 29.72+8.91 26.72+9.39 11.52+3.27 10.72 +£3.56 11 2
F. oxysporum 1 21 46 36 8 18 1 0
F. poae 3 25.00 +5.00 15.00+3.61 13.00+6.93 10.33+1.15 11.00+3.46 - -
F. proliferatum 4 28.25+5.25 32.50+6.35 34.50+15.61 10.25+1.26 11.25+3.30 - -
F. solani 68 24.96 £8.17 25.84+10.34 17.32+10.01 11.85+3.69 9.90+2.99 22 3
Alternaria 45 29.38+12.05  31.98+11.23  29.87+14.96 20.18+6.98 17.13+6.95 17 8
Bipolaris sorokiniana 2 37.00+7.07 45.00+9.90 46.00 +8.48 24.00+11.31 17.50 £ 3.54 2 0
Blue mold 6 30.67 +7.94 20.17+4.71 4217 +12.17 20.33+5.13 10.33 = 1.75 2 0
Cephalosporium 11 24.36+8.45 34.36+14.19  33.27+13.37 11.45+3.21 12.82+4.85 3 0
Common Penicillium 12 29.58+11.74  2492+15.16  40.58+15.73 14.67 +8.38 13.08 +5.14 7 1
Curvularia lunata 4 36.25+591 42.75+7.36 44.75+4.57 19.00 = 8.60 20.00+11.14 2 0
Dematiaceae family 1 36 32 64 34 28 - -
Exophiala spinifera 3 41.67+1250  34.33+2250  38.67+15.01 17.33+2.31 25.33 +14.05 - -
Neurospora 2 36.00 +0.00 41.00+1.41 59.00+1.41 31.00+7.07 25.00+7.07 - -
Non-sporing 44 31.25+12.15 29.30+12.66 37.64+17.68 19.39+8.72 17.11+8.48 20 6
Penicillium citrinum 8 2725+11.84  21.87+9.33 34.75+17.04 13.13+£5.92 16.13 +10.62 3 0
Penicilliumimplicatum 1 30 28 56 28 22 - -
Phialophora 1 30 38 52 20 15 -
Piriformospora 1 29 28 20 19 10 - -
Stemphylium botryosum 1 21 22 40 30 24 - -
trichoderma Koningi 2 24.00 +8.49 14.00 +1.41 45.00 +21.41 26.50+2.12 31.50 +12.02 - -
“Yes” means an effective drug treatment. “No” means an ineffective drug treatment.
TABLE 2 Size of inhibition zones of fungal genera treated with five antifungal drugs, mm.
Aspergillus Fusarium Other fungi
Number of isolates 288 103 144
Natamycin 22.59+9.00™" 25.3427.70° 3017 £11.17°
Voriconazole 36.33+10.80° 27.39+10.50° 30.24 +12.50°¢
Terbinafine 46.55+14.33 21.54 +10.38"¢ 36.54 +16.14"
Amphotericin B 13.37 +5.40° 11.80 +3.74¢ 18.75+7.93¢
Ketoconazole 15.90 +6.30° 10.79 +4.23° 16.78 £8.01°
%p<0.00, compared with Aspergillus treated with terbinafine.
P <0.00, compared with other fungi treated with natamycin.
‘p<0.00, compared with other fungi treated with terbinafine.
p<0.00, compared with Aspergillus treated with voriconazole.
¢p<0.00, compared with Fusarium treated with voriconazole.
clinical results. However, various fungal strains and consistent with previous reports that Fusarium

their sensitivity to antifungal drugs make the clinical
results of fungal keratitis very complicated. Moreover,
the causative fungal genera vary in different geo-
graphic regions."" For example, Candida is more
prevalent in developed countries and colder regions,
while Fusarium and Aspergillus are responsible for
70-80% and 10%, respectively, of infections in China.'?
The results of the present study are generally

(17.6%) and Aspergillus (49.7%) are the predominant
pathogens of fungal keratitis in China. The differences
in percentages between the present study and previ-
ous reports may be because data were obtained in
different seasons and regions.

The treatment strategy implemented in the present
study was based on the guidelines of the Chinese
Medical Association. That is, before fungal

Current Eye Research
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Kectoconazole

Natamycin

Voriconazole
terbinafine

FIGURE 1 Drug sensitivity test of Fusarium spp. when treated
with various antifungal drugs. The inhibition zones are shown
clearly.

Terbinafine
Voriconazole

Natamyein

Amphotericin B

Ketoconazole

FIGURE 2 Drug sensitivity test of Aspergillus spp. when treated
with various antifungal drugs. The inhibition zones are shown
clearly.

identification and a drug sensitivity test were com-
pleted, natamycin eye drops were applied as the
initial treatment. After the pathogens were identified
and the results of the drug sensitivity tests were
obtained, the treatment was adjusted to the appropri-
ate drugs depending on fungal sensitivity. Multiple
antifungal drugs are usually applied together to
reduce drug resistance.

The results of the present study indicated that the
inhibition zones formed by the fungal pathogens in

© 2015 Taylor & Francis, LLC
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response to amphotericin B and ketoconazole were
significantly smaller than the inhibition zones
induced by other drugs. Since the patients in the
present study were usually hospitalized for more than
5 days with severe symptoms, they were initially
treated with natamyecin, terbinafine and voriconazole
eye drops. The overall cure rate was 72.88%, which
is higher than those of previous reports.">'* The
better cure rate may be due to differences in fungal
strains or therapeutic strategies compared with the
previous studies.

The in vitro drug sensitivity tests of the present
study indicated that Aspergillus spp. were the most
sensitive to terbinafine, and then voriconazole. The
sensitivities of Fusarium spp. to voriconazole and
natamycin were similar. For all the test fungi, the sizes
of the inhibition zones in response to voriconazole
were either larger or equal to that of natamycin.

In previous research, Lalitha et al.’® used the
standard broth dilution method and reported that
the MICsy of natamycin was higher than or equal to
the MICsy of voriconazole. Furthermore, natamycin
had a higher MICq, than did voriconazole (except for
Fusarium and Bipolaris spp.), and that, compared with
other fungal genera, Aspergillus had the lowest MIC to
voriconazole. Our findings are consistent with the
report of Lalitha et al.,, and therefore show that the
results of the disk diffusion method are consistent
with those of the conventional broth dilution method.

Clinical trials from multiple centers found that
natamycin was more effective than voriconazole in
treating Fusarium-caused keratitis; there was no dif-
ference between the two drugs for keratitis due to
other fungal genera.'® Because the present study
combined antifungals used for the first week, the
effectiveness and clinical results of any individual
antifungal drug warrant further study.

In the present study, Fusarium spp. and other fungi
were significantly more sensitive than Aspergillus spp.
to natamycin. The inhibition zones in response to
natamycin closely correlated to the clinical results of
fungal keratitis. Therefore, the clinical results of
keratitis caused by Fusarium and other fungi were
better than that of Aspergillus. Our results were
consistent with the results of Lalitha et al.'” and
Shapiro et al.,'” who reported that Aspergillus-induced
keratitis was more difficult to eliminate compared
with keratitis due to Fusarium infection. However,
some researchers reported that there was no signifi-
cant difference in keratitis clinical results caused by
various fungi,'® while others found that Fusarium-
induced keratitis had the worst clinical results.'” The
difference in results may be due to different clinical
treatments. However, in the present study, there were
fewer cases of Fusarium keratitis than cases due to
Aspergillus, and a study with larger sample popula-
tions is necessary to determine the difference in
clinical results among fungal genera.
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oxysporum; 15. Bipolaris sorokiniana; 16. Aspergillus japonicus; 17. A. candidus; 18. Curvularis lunata; 19. Exophiala spinifera; 20. Penicillium
implicatum; 21. Stemphylium botryosum; 22.F. equiseti; 23. F. proliferatum; 24. Dematiaceae; 25. Blue mold; 26. Neurospora; 27.
Piriformospora; 28. Phialophora; 29. A. ochraceus; 30. trichoderma Koningi; 31. A. terreus; 32. F. poae.

TABLE 3 Comparison of clinical results of keratitis caused by
various fungi.

Effectiveness of drug

treatment (eyes) 5 »
Yes (172) No (64)
Aspergillus 78 41 6.67 0.034
Fusarium 37 8
Other fungi 57 15

“Yes” means an effective drug treatment. “No” means an
ineffective drug treatment.

In the present study, the clinical results of keratitis
closely correlated to the in vitro sensitivity of the
pathogen to natamycin. The larger the inhibition zone
in response to natamycin, the higher the probability
that the keratitis could be cured. There was no such
correlation for terbinafine or voriconazole. There was
a published report that the higher the MICs of
natamycin and voriconazole, the higher the probabil-
ity of corneal perforation.'"® A whole-body study
revealed that the biological availability of voricon-
azole, a pyrrole antifungal, correlated with MIC and
clinical outcome, and there was no correlation
between in vitro voriconazole sensitivity and clinical

outcome. There were also no correlations between the
MICs of pyrrole antifungals and their clinical effect-
iveness. The drug’s concentration in the blood did not
correlate with the effectiveness of the clinical treat-
ment. This is the common feature of pyrrole anti-
fungals.””*' However, our study used natamycin as
the initial treatment, in accordance with the opinion of
the Chinese Academy of Medicine.

Until now, the study of in vitro drug sensitivity and
the drug’s clinical effectiveness for fungal keratitis has
been limited, and there has been no report of an
association between inhibition zone and clinical out-
come. Thomas et al.** pointed out that the effective-
ness of oral itraconazole capsule in clinical trials for
fungal keratitis correlated to the in vitro MICs of
pathogenic fungi. Prajna et al.'® indicated that the
effectiveness of clinical treatment using 5% natamycin
correlated to the in vitro sensitivity of the pathogens to
the drug. Ghannoum® indicated that if the MIC
increased by twofold, the cure rate of fungal keratitis
decreased by 47%. In addition, we found that the
numbers of antifungal drugs that the fungi were
sensitive to correlated to the clinical results. More
specifically, the higher the number of sensitive drugs,
the better the clinical results. In contrast, if an in vitro
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study showed that there were fewer sensitive drugs,
this would indicate a poorer clinical result and a
surgical intervention should be applied as soon as
possible.

A limitation of the present study is that some fungi
were present in the corneal scraping samples, but
could not be cultured. The patients with those fungi
had poorer clinical results. The reason may be that the
infection was located in the deeper corneal tissue and
an adequate sample could not be obtained during the
scraping. The treatment was usually not very effective,
likely because it is more difficult for the drugs to
diffuse into a deeper lesion. To overcome this limita-
tion, advanced techniques should be applied to
increase the positive culture rate of fungi. In addition,
evaluations of clinical prognoses may have been
limited because patients with corneal perforation
were excluded from the study. The reason, we
excluded such patients, was that they did not receive
standard natamycin and voriconazole treatment in the
early stage, which might negatively affect the results of
the study.
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Résumé

Les kératites fongiques ou les kératomycoses sont des pathologies oculaires définies comme
étant des infections cornéennes rares mais graves, potentiellement cécitantes ; affectant
considérablement les populations marginalisées. Notre travail avait pour but d'évaluer les aspects
cliniques des kératomycoses, etudier le diagnostic paraclinique pour un meilleur choix
thérapeutique ainsi qu’identifier les facteurs prédisposants et par suit suivre leurs évolutions. En se
basant sur les résultats de 1'analyse d’article on a relevé la prédominance du genres Aspergillus spp
suivis du Fusarium spp lors de la survenue des kératomycoses. La kératomycose est une pathologie
dont les séquelles peuvent étre évitées par le biais des stratégies qui devrez étre

multidimensionnelles.

Mots clés : La cornée, kératomycose, kératite fongique, Aspergillus niger, Fusarium solani,

Candida albicans.
Summary

Fungal keratitis or keratomycoses are ocular pathologies defined as rare but serious corneal
infections, potentially blinding; affecting considerably marginalized populations. The aim of our work
was to evaluate the clinical aspects of keratomycoses, to study the paraclinical diagnosis for a better
therapeutic choice as well as to identify the predisposing factors and by following their evolutions. The
results of the analysis of the article showed, the predominance of the genera Aspergillus spp. followed
by Fusarium spp in the occurrence of keratomycosis was noted. Keratomycosis is a pathology whose

sequelae can be avoided through strategies that should be multidimensional.

Key words: Cornea, keratomycosis, fungal Kkeratitis, Aspergillus niger, Fusarium solani, Candida

albicans.
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