Eficacia do fluconazol subconjuntival na ceratite
experimental por Fusarium solani em modelo animal

Efficacy of subconjunctivally injected fluconazole
in experimental Fusarium solani keratitis in animal model

Roberto Freda ®
Arnaldo Colombo ®
Paulo Sérgio Barros ©
Denise de Freitas @

()

3)

)

Meédico Pés-Graduando (Nivel Mestrado) do Depar-
tamento de Oftalmologia da UNIFESP-EPM.

Prof. da Disciplina de Doengas Infecciosas e Parasi-
tarias e Coordenador do Laboratério Especial de
Micologia (UNIFESP-EPM).

Prof. Livre-Docente de Medicina Veterinariada USP.
Doutora em Oftalmologia e Chefe do Setor de Doen-
¢as Externas Oculares e Cornea do Departamentode
Oftalmologia da UNIFESP-EPM.

Apresentado como tema-livre durante o XXIX Con-
gresso Brasileiro de Oftalmologia.

Trabalho realizado com apoio financeiro do CAPES.

Endere¢o para correspondéncia: Av. Dr. Jodo
Simplicio Alves de Carvalho, 164.Porto Alegre (RS).
CEP 91360-260

RESUMO

Objetivo: Avaliar a eficacia do uso do fluconazol subconjuntival
em ceratite filngica por Fusariumsolaniexperimentalmente induzida
em modelo animal.

Meétodos: Apos imunossupressao prévia com corticosterédide
subconjuntival, o indculo padrio, preparado com o auxiliodo método
de espectrofotometria, foi injetado no estroma corneano. Depois de
trés dias, iniciou-se a aplicagao de 300 pl de fluconazol subconjuntival
(grupo 1) ou placebo (grupo 2), por quatro dias consecutivos. Cinco
dias apés a primeira dose subconjuntival de fluconazol ou placebo,
procedeu-se ao sacrificio dos animais e a trepanacgao das cérneas e
imersio destas em meio de enriquecimento liquido. Aligiiotas de 100,
10 e 1 pl deste meio foram semeadas, apos 3 dias, em placas com
Sabouraud-dextrose e as colonias crescidas, contadas em 5 dias.

Resultados: A analise estatistica considerou o nimero de colonias
crescidas nas diferentes diluicdes, para cada grupo. Nao houve
diferenca estatisticamente significante entre o grupo tratado com
fluconazol subconjuntival e o grupo controle.

Conclusdo: A utilizagdo de fluconazol subconjuntival, durante 4
dias, nio foi eficaz na redu¢ao do nimero de colonias crescidas em
placas, quando comparado com o grupo tratado apenas com placebo,
em ceratite fiingica por Fusarium solani experimentalmente induzida
em coelhos.

Palavras-chave: Fluconazol; Micose; Ceratite; Fungo; Fusarium.

INTRODUCAO

Os fungos sdo agentes oportunistas de infecgdo, raramente afetando
corneas saudaveis de individuos imunocompetentes sem alteracgdo epitelial.
Trauma, sobretudo com material organico vegetal, uso topico de corticos-
teroides e antibiodticos, lentes de contato, procedimentos cirirgicos, contami-
nagdo de solugdes de irrigagdo ou de manutengdo de lentes de contato,
infec¢do sistémica e imunodepressao, sobretudo associada a neutropenia, sdo
fatores de risco e potenciais adjuvantes da infec¢do fangica .

O nimero de casos ceratite micotica tém aumentado nas ultimas déca-
das, sobretudo a partir da introdugdo dos corticosterdides na pratica clinica
e do uso indiscriminado de antibidticos de amplo espectro " 2. No Brasil,
estudos indicam que cerca de 10% dos casos de ulcera de cérnea sdo de
etiologia micdtica 3.

Os géneros mais importantes, do ponto de vista de incidéncia, sdo
Fusarium spp e Aspergillus spp, dependendo da regido e do clima "**
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As tlceras corneanas fungicas, particularmente aquelas
causadas por fungos filamentosos, sdo mais freqiientes em
clima quente, sobretudo em regides tropicais. Em climas mais
frios, predominam os fungos leveduriformes '.

O tratamento das infec¢des fungicas na cornea é dificil,
prolongado e de custo elevado. Isto se deve tanto as caracte-
risticas biologicas dos fungos, quanto a limitagdo frente a
eficacia e resposta terapéutica dos antifungicos disponiveis >,
Até o presente momento, ndo se conhece uma droga ideal para
o tratamento da ceratite micotica '.

Além disto, a dificuldade diagnostica dessa condic¢ao faz
com que muitas vezes nem ao menos a suspeita de ceratite
micoética seja considerada no diagnostico diferencial das
ceratites '.

Classicamente, as ceratites causadas por fungos filamento-
sos tém sido tratadas com administragdo topica de natamicina
a 5% associada ao cetoconazol por via oral (400 mg/dia). Ja as
ceratites leveduriformes sdo tratadas com anfotericina B
0,15% topica e cetoconazol (400 mg/dia) ou fluconazol (200
mg/dia), por via oral .

A natamicina é pobremente absorvida pela cornea, pene-
trando em pequena quantidade no humor aquoso. Assim, as
infec¢des profundas causadas por fungos filamentosos nao
podem ser efetivamente tratadas com esta droga '° A
natamicina € pouco absorvida quando ingerida oralmente e a
via subconjuntival ¢é ineficaz. Além disto, algumas espécies
fingicas podem apresentar resisténcia & natamicina '.

Nio existe, na literatura, um estudo avaliando a eficacia
“in vivo” do fluconazol subconjuntival em relacio a infecg¢io
fungica por Fusarium solani na ceratite experimental
induzida em modelo animal.

OBJETIVOS

1 - Avaliar a eficacia do uso de fluconazol subconjuntival
em ceratite fungica experimental por Fusarium solani
induzida em modelo animal, em coelho.

2 - Avaliar a resposta in vitro, através de teste de sensibili-
dade, da cepa de Fusarium solani utilizada no modelo animal.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 coelhos da raga Nova Zelandia,
previamente selecionados e examinados por profissionais
habilitados.

Os animais permaneceram no laboratério MEDLAB, em
gaiolas separadas com 0,65 m? de area, mantidos em condi-
¢des apropriadas e conforme orientagdo da ARV O (Associa-
tion for Research in Vision and Ophthalmology). O experi-
mento foi submetido a analise e aprovagdo pela Comissdo de
Etica da UNIFESP-EPM.

Ao inicio do estudo, o peso dos animais variou de 2350g a
3230g. Todos os coelhos foram examinados imediata e cuida-
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dosamente antes do inicio da pesquisa, clinica e biomicrosco-
picamente, a fim de se descartar a presenga de doenga sisté-
mica ou ocular concomitante. Os animais eram assistidos
diariamente por profissionais qualificados e treinados, super-
visionados por bidlogos e veterinarios.

A indugdo da ceratite foi realizada no olho direito dos
animais, segundo Ishibashi’, com imunosupressio prévia com
dexametasona.

A cepa de Fusarium solani empregada no experimento foi
isolada a partir de um paciente portador de ceratite fungica do
Setor de Doengas Externas Oculares e Cornea (Departamento
de Oftalmologia da UNIFESP-EPM), cedida pelo laboratdrio
deste Setor.

Ap0s trés dias da injegdo do inoculo, foram aplicados, por
sorteio, 300 ul de fluconazol subconjuntival na concentragao
de 2 mg/ml (Zoltec® frasco com 100 ml de 2 mg por ml -
Laboratodrio Pfizer) em 19 coelhos e 300 pl de soro fisiologi-
co,em 21 coelhos (placebo), de acordo com sorteio. A técnica
de aplicagdo utilizada para o fluconazol subconjuntival foi a
mesma que se empregou para a injecdo de dexametasona. Os
coelhos foram submetidos a um total de quatro aplicagdes. A
droga era aplicada uma vez ao dia, no mesmo periodo do dia
e nas mesmas condigdes, tanto para os coelhos do grupo
tratado com fluconazol, quanto para os coelhos do grupo
controle.

Apos cinco dias da primeira aplica¢do de fluconazol ou
placebo, os coelhos foram sacrificados e realizou-se, entdo, a
trepanacdo e retirada das corneas, seguida de lavagem das
mesmas em soro fisiologico esterilizado e imersdo em meio de
cultura liquido para fungo (1 ml de “Brain-Heart-Infusion” -
BHI- Oxoid, Unipath Ltd., Basingstoke, Hampshire, Inglater-
ra), com antibiotico (gentamicina e cloranfenicol nas concen-
tragdes, respectivamente, de 50 mg e 40 mg por litro). Imedia-
tamente apds a colocagdo das corneas no meio liquido, o tubo
era fechado e enviado para a estufa.

Todo o procedimento que envolveu a retirada das corneas
foi realizado sob rigorosa técnica de desinfec¢do e antissep-
sia, com materiais e campos operatorios esterilizados, manu-
seio sempre proximo ao fogo, na tentativa de minimizar a
possibilidade de contaminag3o.

Apo6s 3 dias em cultura a temperatura de 25°, procedeu-se
a diluigdo seriada e semeadura em meio sélido ( Sabouraud-
dextrose - Diagnolab, Barcelona). As coldnias foram contadas
apos 5 dias da semeadura. Considerou-se como “incontaveis”
as placas que apresentavam mais de 50 coldnias, dada a
dificuldade em se individualizar as mesmas e conseqiiente
possibilidade de erro na sua contagem.

SENSIBILIDADE “IN VITRO”

Adicionalmente, foi avaliada a resposta “in vitro” da
cepa de Fusarium solani utilizada no experimento “in vivo”,
realizando teste de sensibilidade antifungica com flucona-
zol, anfotericina B, itraconazol e cetoconazol, através do

método de macro-dilui¢do em caldo, adaptado de pardme-
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tros estabelecidos pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards® e estudos de padronizagdo para fun-
gos filamentosos * '°.

Meétodo Estatistico

Para a analise dos resultados foram empregados os seguin-
tes testes:

1) Anéalise de variancia por postos de Friedman, com a
finalidade de estudar o comportamento das diferentes
aliqliotas (100 pl, 10 ple 1 pl) utilizadas do meio de enrique-
cimento liquido (BHI) e semeadas em placas de Sabouraud-
dextrose, tanto para o grupo controle como para o grupo
tratado. Esta anélise foi complementada pelo teste de compa-
ragdes multiplas.

2) Teste de Mann-Whitney para confrontar cada uma das
diferentes aliqliotas do meio de enriquecimento liquido (100
pl, 10 pl e 1 pl), entre o grupo controle e o grupo tratado.

3) Teste do qui-quadrado, a fim de avaliar possiveis asso-
ciagdes de colonias contaveis e incontaveis entre os grupos
controle e tratado, da aliqiiota de 100 pl do meio de enrique-
cimento liquido. Para a aliqiiota de 10 pl, foi aplicado o teste
exato de Fisher, apds observadas as restrigdes de Cochran.

Fixou-se em 0,05 ou 5% (o < 0,05) o nivel de rejeigdo da
hipotese de nulidade (HO).

RESULTADOS

No grupo 1 (tratado com fluconazol) foram excluidos da
analise estatistica 3 coelhos (n° 6, 14 e 33). No grupo 2
(tratados com soro fisioloégico), também foram excluidos 3
coelhos (n° 11, 22 e 35). Os coelhos n° 6 e 22 foram
eliminados pela duvida em relagdo a adequada administra-
¢do do inoculo. Os coelhos de n° 11 e 33 apresentaram
contaminagdo fangica (Aspergillus sp e Penicillium sp)

associada ao crescimento do Fusarium solani, na placa de
agar Sabouraud-dextrose. Os coelhos n° 14 e 35 morreram
durante o experimento, de causa desconhecida. A analise
estatistica foi, portanto, realizada com 18 coelhos tratados
com fluconazol (grupo 1) e 16 coelhos tratados com
placebo (grupo 2).

A seguir, apresentamos o resultado da contagem de col6nias
obtidas a partir da cultura de diferentes aliqiiotas (100, 10 e 1
pl) do meio de enriquecimento liquido, semeadas em placas de
agar Sabouraud-dextrose, das corneas dos coelhos tratados com
fluconazol subconjuntival (grupo 1) ou placebo (grupo 2).

A Tabela 1 apresenta apenas os coelhos que foram efetiva-
mente incluidos na analise estatistica, desconsiderando, por-
tanto, os animais que morreram, tiveram contaminag¢io ou
foram excluidos do estudo.

Nao houve diferenga significante entre o grupo tratado e
o grupo controle, nas diferentes diluigdes, tanto em relagdo
ao numero de coldnias contaveis (teste de Mann-Whitney),
quanto incontéaveis (teste do Qui-quadrado e teste exato de
Fisher).

O resultado dos valores de concentragio inibitoria minima
(CIM) na macro-diluigdo em caldo para os quatro antifungicos,
no teste de sensibilidade “in vitro”, foram os seguintes:

CIM
> 64pg/ml (Resistente)
0,5 pg/ml (Sensivel)
> 4 pg/ml (Resistente)
2 ng/ml (Resistente)

Agente
Fluconazol
Anfotericina B
Itraconazol
Cetoconazol

Observa-se, portanto, que no estudo “in vitro”, também
foi evidenciada a inefetividade do fluconazol em relagdo ao
Fusarium solani, demonstrada através da resisténcia apresen-
tada por este microrganismo.

n® colénias
n? colbnias
n? coldnias
n? colénias
ne coldnias
n? colbnias
n? coldnias
n? colénias
n® coldnias
ne coldnias
n? coldnias
n? colénias
n¢ colénias
n? colénias
n? coldnias
n? coldnias
n? colénias
n° colbnias
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DISCUSSAO

Considerando que o acometimento da cornea por fungos é
uma condig¢do grave, potencialmente deletéria a preservagio
da anatomia e da fung@o visual, cabe ao médico oftalmologis-
ta conhecer e saber conduzir da melhor forma possivel os
casos de infec¢do corneana por estes agentes '.

O fato de a maioria dos individuos afetados por ceratomico-
se ser composta por adultos em fase de plena atividade em seus
respectivos postos de trabalho, torna esta condig@o, além de um
problema de ordem médica e individual, um significativo fardo
social, uma vez que o seu tratamento pode ser prolongado e as
suas conseqiiéncias Opticas e visuais, bastante sérias '.

Tendo em vista a subjetividade do exame clinico e sua
consideravel dependéncia em fun¢ido do observador em ques-
tdo, optamos por avaliar somente o aspecto quantitativo
laboratorial das corneas infectadas, através de contagem de
coldnias em placas, e ndo o aspecto clinico das corneas.

A avaliagdo do fluconazol na forma de injegdo subconjun-
tival ndo é significativa na literatura ''. Nao foi encontrada
nenhuma descri¢do sobre a avaliagdo da eficacia do fluco-
nazol subconjuntival para o tratamento de ceratite por fungo
filamentoso.

Optou-se por realizar uma dose diaria da droga por quatro
dias subseqiientes, uma vez que este é o regime terapéutico
empregado na pratica clinica, nos casos de ceratite fungica,
tratados com injegao subconjuntival de fluconazol. E possivel
que a administragdo mais freqiiente de drogatenha um melhor
efeito e este fato merece estudos futuros.

O uso topico de derivados imidazdlicos para o tratamento
de ceratite fungica por Fusarium solani ja foi relatado '> 3.
Nao ha na literatura, entretanto, referéncia sobre a efetividade
do fluconazol tépico em ceratite por fungos filamentosos,
sendo esta, também, uma area aberta a investigagdes.

O espectro de a¢do do fluconazol tem sido estudado em
uma grande variedade de modelos, animais e laboratoriais,
sendo efetivo para Blastomyces dermatitidis, Candida
albicans e outras espécies do género Candida, Cryptococcus
neoformans, Coccidioides immitis e Histoplasma '* > '8,

O fluconazol tem sido bastante utilizado “in vivo” em
infec¢des muco-cutaneas ou sistémicas por Candida spp, em
pacientes imunocompetentes ou imunodeprimidos, bem como
nos casos de meningite criptococica, sobretudo em pacientes
portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida 7.

Os testes de sensibilidade para antifingicos atualmente
mais empregados compreendem diluigdo em caldo, tanto
micro quanto macro-dilui¢do, diluigdo emagare difusédo de
disco. Outras técnicas também té€m sido descritas e incluem
espectrofotometria de massa, citometria de fluxo e capta-
¢do de metabdlicos marcados e o “E”-teste ' '8, Recente-
mente, o NCCLS relatou normas de padronizagdo para
testes de sensibilidade a antifungicos, cujos resultados sdo
excelentes para leveduras, tanto em relagdo a reprodutibi-
lidade como sua correlagdao clinico-laboratorial. Utiliza-
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mos em nosso estudo uma adaptagdo da macro-dilui¢do em
caldo, segundo pardmetros do NCCLS. Os resultados obti-
dos foram semelhantes aqueles relatados na literatura, so-
bretudo em relagao a resisténcia do Fusarium solani frente
ao fluconazol ' 5.

Embora o fluconazol ndo tenha um bom espectro de agdo
“in vitro” para fungos filamentosos '* '*'3, com resultados “in
vitro” por vezes bastante insatisfatorios, alguns ndo apresen-
tando qualquer atividade contra Fusarium spp, existem alguns
Servigos de Oftalmologia que empregam o fluconazol em
casos recalcitrantes de ceratite por Fusarium solani. Além
disto, a possibilidade de empregar um antifingico subconjun-
tival, sem efeitos adversos, tem levado a uma maior utilizagdo
do fluconazol por esta via de administragdo. Em nosso estudo,
ndo observamos reagdes adversas nos animais que receberam
fluconazol subconjuntival.

Devido a problemas na padronizac¢io dos testes de sensibili-
dade a antifungicos, os resultados “in vitro” podem nao repre-
sentar exatamente o comportamento de uma determinada droga
frente a um microrganismo quando esta for utilizada “in vivo” 4,
Sendo assim, e particularmente em relag@o a fungos filamentosos,
ha necessidade de confirmagédo dos dados referentes ao teste “in
vitro”, através de estudos com modelos animais.

Nossos resultados “in vitro” de sensibilidade foram com-
pativeis com aqueles encontrados na literatura ' !>, A rela-
tiva sensibilidade do Fusarium solani a anfotericina B encon-
trada neste estudo, demonstra que esta droga pode ser consi-
derada como adjunta ao tratamento com a pimaricina.

Em nosso trabalho, a amostra de Fusarium solani também
demonstrou resisténcia “in vitro ” ao cetoconazol (CIM de 2,0
pg/ml). Sekhon et al. '* salientam que a CIM do cetoconazol
para quatro isolados de F. solani foi de 50 pg/ml. Reuben et
al. 2 ndo lograram boa resposta ao cetoconazol em uma série
com 16 isolados de Fusarium solani. A resisténcia em relagdo
ao itraconazol e ao fluconazol, presente em nosso trabalho,
também ja foi demonstrada anteriormente ' !5:16.19,

Nao foi objetivo desta investigagdo a pesquisa em relagao
a eventual toxicidade do fluconazol sob a forma de adminis-
tragdo subconjuntival, considerando sobretudo sua extensa
utilizacao clinica prévia por esta via e a auséncia de qualquer
tipo de reagdo adversa séria relatada.

Trabalhos tém demonstrado que a infec¢do fungica
corneana ¢ exacerbada com a administragdo concomitante de
corticosterdides * ?'. Além disto, a utilizagdo prévia de
corticosterdide ¢ essencial para a indugdo da ceratite por
Fusarium no modelo animal 7. Por isto, utilizamos a
dexametasona nos cinco dias que antecederam a inje¢do do
indculo e durante os dois dias seguintes. Desta forma, ndo
administrou-se o fluconazol concomitantemente ao corticos-
terdide, a fim de evitar-se qualquer tipo de interagdo entre
estas drogas.

Kirku et al. 2! observaram que corneas de coelhos ndo
tratados com dexametasona apresentavam sinais iniciais de
resolucao da ceratite fingica ja no 7° dia p6s-inoculagdo e, no
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14° dia, exibiam completa resolucdo da infecgdo. O estudo
histopatoldgico evidenciou apenas um intenso infiltrado infla-
matorio celular. Por outro lado, os coelhos tratados previa-
mente com dexametasona apresentavam crescimento vigoro-
so das hifas de Fusarium solani, com cultura positiva em
Sabouraud-dextrose no 3°, 7° e, inclusive, 14° dia apds a
inoculag@o. No estudo histopatolégico das cérneas do grupo
tratado com corticosteroide, a infiltragdo celular inflamatoria
era escassa, ao contrario do grupo nio tratado com dexameta-
sona, evidenciando a importincia e a magnitude do efeito da
utilizagdo prévia de corticosterdide. Ishibashi 7 evidenciou
numerosas células inflamatoérias na cérnea de coelhos
infectados por F. solani, que previamente receberam
corticosterdide subconjuntival, tanto no 10° quanto no 15°
dia. Estes achados mostram a importidncia do papel dos
corticosterdides nos casos de infeg¢do fungica.

E desconhecida a relagido da associagdo entre o uso de
corticosterdide e de fluconazol. Um estudo ?* demonstrou a
importancia dos polimorfonucleares e monocitos como
sinergistas na a¢do do fluconazol em relagio a Candida
albicans. Nao ha, contudo, relatos em relagdo aos fungos
filamentosos.

Em ceratite por fungos leveduriformes, experimentalmen-
te induzida em coelhos tratados previamente com antibacte-
riano topico, observou-se correlagdo com uma pior evolugao
clinica, provavelmente devido a superposi¢do de infec¢do
fungica, conseqiiente a alteragdo da flora ocular 2. Entretanto,
o papel dos antibidticos na potencializagdo, ou inibigdo, de
infec¢do micdtica corneana é controverso '.

Procedemos a contagem das colonias no 3° dia apos a
semeadura no Sabouraud-dextrose uma vez que neste momento
Ja se observava crescimento na placa passivel de quantificagio
e sem sobreposi¢ao das coldnias. Nos estudos-piloto constatou-
se que apos este periodo havia acentuada sobreposi¢do do
crescimento das coldnias e, por esta razio, fixou-se em trés dias
o tempo de leitura das col6nias. Consideramos como “incon-
taveis” as placas com mais de 50 colonias e esta definig@o foi
estabelecida a partir dos resultados dos estudos-piloto.

A analise estatistica ndo demonstrou diferencga significante
entre o grupo tratado com fluconazol e o grupo controle, nas trés
diluigdes estudadas. Isto foi verdadeiro tanto para as colénias
contaveis quanto incontaveis. Também nao houve efetividade da
droga na inibigdo das coldnias fingicas “in vitro”.

O presente trabalho demonstrou que a utilizagdo de
fluconazol subconjuntival, na freqiiéncia de uma vez ao dia
por quatro dias subseqiientes, em ceratite fungica por
Fusarium solani experimentalmente induzida em coelhos,
ndo apresenta diferenga estatisticamente significante quando
comparado com grupo controle tratado apenas com placebo.

Novos estudos controlados, alterando-se a freqiiéncia e a
concentrag¢io da droga, poderdo corroborar estes achados. Nes-
te interim, aspesquisas na busca de umadrogamais efetiva para
os casos de ceratite por fungos filamentosos, sobretudo
Fusarium solani, devem ser amplamente estimuladas.

SUMMARY

Purpose: To assess whether subconjunctivally injected
Sfluconazole was effective in experimental Fusarium solani
keratomycosis in rabbits.

Methods: After corticosteroid immuno supression of the
rabbit eyes, 20 ul of the inoculum, prepared by the
spectrophotometric method, were injected into the
midcorneal stroma. Three days later, either 300 ul
subconjuntival fluconazole or placebo injections were
initiated and given during four consecutive days. After
five days of the first dose, the animals were sacrified and
the corneas trephined and immersed in appropriate liquid
growth media. Aliquots of 100, 10 and 1 ul were placed in
dagar-Sabouraud-dextrose medium plates and the growth
of F. solani determined by counting the number of
colonies grown in the plates after 5 days.

Results: Statistical analysis considered the number of
colonies in the different dillutions, for each group. There
was no statistical significant difference between the
fluconazole-treated group and the placebo group.
Conclusion: The present investigation did not find any
significant reduction in the number of fungal colonies grown
in plates, after administration of subconjunctival fluconazole
during 4 consecutive days, when compared to the placebo-
treated group, in cases of experimentally induced F. solani
keratitis in rabbits.

Keywords: Fluconazole; Mycosis; Keratitis; Fungus,; Fusarium
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