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RESUMO

Relatamos trés casos de infeccao corneana por Acanthamoeba sp em que
foi possivel detectar cistos do microorganismo com a técnica de citologia
de impressdo. Trés pacientes encaminhados ao Laboratério de Doengas
Externas Oculares em 2004 com alteracdes superficiais da cornea foram
submetidos ao exame de citologia de impressao para investigacao da
presenca de cistos de Acanthamoeba sp. Duas amostras foram obtidas
dacérneade cadapaciente e coradas com PAS, hematoxilina e Papanico-
laou. Investigacdo microbioldgica de rotina e cultura também foram
realizadas apds raspado da cérnea. O cultivo das amostras e a citologia
de impressao foram positivas para Acanthamoeba sp em todos o0s
pacientes, ao passo que os raspados corados com Giemsa foram positi-
vos em dois casos. A citologia de impressao revelou cistos de Acantha-
moeba sp entre feixe de células epiteliais corneanas e como células
isoladas. Foram observados cistos no epitélio de um dos pacientes com
a citologia de impressdo apds trés meses de tratamento, enquanto o
raspado foi negativo. No exame anatomopatolégico observaram-se cis-
tos no epitélio e estroma de uma cdrnea receptora de um dos pacientes
apo6s transplante. Neste estudo, a citologia de impressdo detectou com
sucesso cistos de Acanthamoeba sp em pacientes com acometimento
epitelial. Por tratar-se de método ndo invasivo, a técnica pode ser usada
parafacilitar o diagndstico mais precoce da infecc¢ao por Acanthamoeba,
sendo ttil também no acompanhamento do tratamento da doenca.

Descritores: Ceratite por Acanthamoeba/diagndstico; Doengas da cdérnea; Técnicas
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[Tipo de publicacéo]

INTRODUCAO

Protozodrios de vida livre do género Acanthamoeba, encontrados nas
formas trofozoitica e cistica, podem causar ceratite infecciosa cronica”. A
doenca pode ser grave, afeta a integridade da cérnea e conseqiientemente a
acuidade visual, podendo estar associada a traumas da cérnea e a dgua
contaminada, especialmente em usudrios de lentes de contato. Hipdxia e
microtraumas no epitélio da cérnea induzidos pela lente poderiam facilitar a
invasdo do tecido da cérnea por Acanthamoeba sp, assim como a assepsia
inadequada das lentes favorece contaminacdes bacterianas, flingicas e por
ameba, criando um ambiente favordvel ao crescimento dos microrganis-
mos®. O diagndstico precoce é importante para o inicio do tratamento e
para um melhor progndstico visual. A ceratite por Acanthamoeba é de
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dificil tratamento, uma vez que a dupla parede do cisto protege
o organismo, sendo capaz de resistir a congelagdo, desseca-
¢do, e penetracdo de drogas®. Varias dificuldades sdo encon-
tradas para o diagndstico devido as suas diferentes formas de
apresentagdo biomicroscépicas e evolucdo. Os primeiros si-
nais desta ceratite sdo inespecificos, podendo ser confundi-
dos com outras condi¢des, como na infec¢io provocada pelo
herpes simples®. Devido a sua habilidade de encistar-se,
Acanthamoeba sp torna-se mais resistente ao tratamento, po-
dendo invadir profundamente a cérnea, além de outros segmen-
tos oculares, como a cdmara anterior e esclera. O transplante de
cornea pode ser indicado como tratamento nos olhos com evo-
lugdo inadequada com risco a integridade do 6rgao®.

O método padrdo para a identificacdo de Acanthamoeba
sp € a cultura em meios especificos, tal como dgar ndo nutrien-
te com E.coli/Enterobacter aerogenes. Os trofozoitos e os
cistos podem ser encontrados nos raspados da cdrnea cora-
dos com Gram e Giemsa ou com outros métodos para diagnés-
tico, como "calcofluor white" e imunofluorescéncia indireta.
Essas coloracdes requerem uso de métodos invasivos para
obtencdo de tecido da cdrnea, seja por raspado ou por bidp-
sia®. No entanto, a citologia de impressdo, método néo inva-
sivo para avalia¢do da superficie ocular que emprega uso de
papel filtro de ésteres de celulose, foi recentemente relatada
como util na deteccdo de cistos no epitélio da cérnea de
pacientes com diagndstico clinico de ceratite superficial por
Acanthamoeba sp confirmada por cultura”. A citologia de
impressdo é usada como exame complementar de rotina em
diversos diagnésticos como: deficiéncia de células germinati-
vas no limbo®, metaplasia escamosa com perda de células
caliciformes conjuntivais®, lesdes neoplésicas da superficie
ocular, entre outras'?.

Neste artigo relatam-se trés casos de ceratite por Acantha-
moeba sp com cistos detectados na cérnea pela citologia de
impressdo (CI), pela citologia esfoliativa, pelo cultivo das
amostras e identificacdo do microrganismo e, em um dos ca-
$0S, com exame anatomopatoldgico.

METODOS

Foram encaminhados ao Laboratério de Doencas Externas
Oculares para exame de CI trés pacientes com alteracdes na
superficie da cérnea e suspeita clinica de ceratite por Acantha-
moeba sp, em 2004, com o objetivo de investigar a presenca de
cistos deste protozodrio. Todos os individuos eram usudrios de
lente de contato descartdvel e negavam histéria de trauma
ocular. Dois pacientes ja haviam feito tratamento tépico sem
melhora, no qual o primeiro diagndstico clinico havia sido cera-
tite por herpes.

Citologia de impressdo

Duas amostras foram obtidas da cérnea de cada paciente.
Foi usado o papel filtro de acetato de celulose Millipore
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HAWP304F0 com 0,45 micra de poro. Apds anestesia topica, o
papel foi aplicado sobre a drea afetada da cérnea, pressionado
por alguns segundos, removido por "peeling" e imediatamen-
te fixado em solug@o mista de dcido acético glacial, formaldei-
do a 37% e dlcool etilico 70% na propor¢ao 1:1:20. Apos 10
minutos foi corado conforme técnica padronizada ja descrita
anteriormente®, que inclui: 4cido periédico de Schiff (PAS),
hematoxilina e Papanicolaou modificado. A amostra foi obser-
vada sob microscopia Optica. A andlise consistiu na observa-
¢do das células epiteliais, células inflamatérias, muco e pre-
senca de estruturas com dupla parede sugestiva de cisto,
isoladas ou agrupadas.

Investigacdo microbioldgica de rotina (citologia esfoliati-
va com coloracdo de Giemsa, bacterioscopia, antibiograma) e
cultivo das amostras também foram realizados apds raspado
da cérnea em todos os pacientes. Em um caso foi realizada
nova colheita com amostras para todos os exames laborato-
riais apds trés meses de tratamento devido a melhora parcial
dos sinais clinicos e dos sintomas.

O exame anatomopatoldgico foi realizado no botdo da c6r-
nea de um dos pacientes, o qual foi submetido a transplante de
cornea na vigéncia do quadro infeccioso.

RESULTADOS

O cultivo das amostras e a CI foram positivas para Acan-
thamoeba sp em todos os pacientes, enquanto que 0s raspa-
dos corados com Giemsa foram positivos em dois casos. A CI
revelou cistos de Acanthamoeba sp entre feixe de células
epiteliais corneanas e como células isoladas. Os microrganis-
mos foram facilmente reconhecidos devido a morfologia pecu-
liar de cistos com dupla parede (Figura 1).

Foram encontrados cistos no epitélio de um dos pacientes
com a CI apés trés meses de tratamento, enquanto o raspado
foi negativo.

Figura 1 - Citologia de impressao revela cistos de Acanthamoeba sp
na superficie da cérnea com comprometimento do epitélio de usuario
de lente de contato gelatinosa (HE, PAS, Papanicolaou 400x)
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O exame anatomopatolégico exibiu cistos no epitélio e no
estroma do botdo da cérnea obtido apds transplante no tnico
paciente submetido a cirurgia.

DISCUSSAO

O diagnéstico e tratamento da ceratite por Acanthamoeba
representa um desafio aos oftalmologistas!”. Ndo ha drogas
especificas aprovadas para tratar esse processo infeccioso.
Nao ha métodos padronizados para se testar a sensibilidade
de Acanthamoeba sp as varias medica¢des, nem métodos
para se avaliar a erradicagdo do parasita, uma vez que a recor-
réncia pode ocorrer. Estudos recentes sugerem que a freqiién-
cia da infeccdo por Acanthamoeba seja igual a 1,2 infectados
por ano em cada milhdo de adultos no pais de Gales e na
Inglaterra e de 0,2 a 1 individuo para cada 10.000 usudrios de
lentes de contato por ano'?. A suspeita diagndstica precoce
determina o melhor progndstico e depende do reconhecimen-
to de sinais clinicos ndo especificos. E nesse momento que o
exame laboratorial pode auxiliar a complementar informagdes
para o diagnéstico correto da ceratite por Acanthamoeba.

As manifestacdes clinicas mais caracteristicas como 0s
infiltrados em anel sdo vistos nas fases mais avancadas da
doenca. Os casos possiveis para o diagndstico citoldgico sdo
aqueles precoces, ainda sem tratamento, porque apos a tera-
pia antiamébica os organismos podem encistar-se e migrar
para o estroma profundo.

Recentemente foi relatado o uso da microscopia confocal na
deteccgdo de cistos de Acanthamoeba sp, até mesmo com auxilio
da técnica de PCR"*'¥. Embora seja um método ndo invasivo, o
alto custo do equipamento € um fator que limita o uso.

A CI tem menor custo, ¢ um método nao invasivo, bem
tolerado pelos pacientes, e ndo requer raspado da cérnea. Sua
utilizacdo para deteccdo de cistos® coincide com a técnica
previamente descrita no presente estudo, que inclui avaliagdo
citolégica com Papanicolaou®. Esta coloracido também pode
ser empregada para investigar cistos de Acanthamoeba sp em
amostras obtidas por raspado da cérnea para a realizacdo de
citologia esfoliativa'?. Anteriormente, a CI havia sido descri-
ta como um método para obtencdo de amostras do epitélio da
cornea para cultura do microrganismo®. Em nosso estudo, o
exame citolégico revelou varios cistos nas amostras obtidas.
Os microrganismos foram observados entre células epiteliais
superficiais diferenciando-se de outras células devido ao seu
tamanho e a presenca de sua parede dupla”. A CI apresenta
vantagens em relacdo ao raspado porque, além de garantir
melhor preservacao da estrutura celular, permite obter a locali-
zacdo anatdmica e geografica das células. Se houver positivida-
de na CI, torna-se desnecessario o uso de métodos mais inva-
sivos, como a biépsia®. E importante ressaltar que a CI analisa
as células das camadas mais superficiais do epitélio da cérnea, e
que nas lesdes subepiteliais ou estromais, a captura do organis-
mo serd mais dificil ou impossivel'?. Estudos futuros sio ne-
cessarios com um maior nimero de pacientes para se comparar

a positividade da CI em relacdo ao raspado da cérnea e outros
métodos na deteccdo de cistos de Acanthamoeba sp.

CONCLUSOES

Conclui-se que a citologia de impressao pode ajudar como
método laboratorial complementar na detec¢do de estruturas
sugestivas de cistos nos casos de ceratite infecciosa com
acometimento superficial da cérnea.
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ABSTRACT

To describe three cases of corneal infection due to Acantha-
moeba sp in which was possible to detect Acanthamoeba sp
cysts by the corneal impression cytology technique. Three
patients referred to the External Eye Disease Laboratory in 2004
with superficial corneal alterations were submitted to corneal
specimen collection by impression cytology filter paper to in-
vestigate the presence of Acanthamoeba sp cysts. Two impres-
sion cytology samples were obtained from each patient and
were stained by PAS, hematoxylin and Papanicolaou. Routine
microbiological investigation and culture were also performed
using corneal scraping. Positive culture and impression cytolo-
gy for Acanthamoeba sp was observed in all patients while
smears with Giemsa stain were positive in two. Impression
cytology Acanthamoeba sp cysts were observed among sheets
of corneal epithelial cells and as isolated cells. Cysts were also
found in the superficial epithelium in one of these patients after
treatment while corneal scraping did not reveal any cyst. Histo-
pathology revealed cysts in the epithelium and stroma in a
transplanted cornea in one of these patients. The first descrip-
tion of impression cytology as a diagnostic method for Acan-
thamoeba keratitis occurred recently. In this study corneal im-
pression cytology detected Acanthamoeba sp cysts success-
fully in these patients with only superficial involvement. Im-
pression cytology as a non invasive technique can be used to
facilitate early recognition of Acanthamoeba infection playing
a useful role in the follow-up of the disease.

Keywords: Acanthamoeba keratitis/diagnosis; Corneal disea-
ses; Cytological techniques; Diagnostic techniques ophthal-
mological; Case Reports [Publication type]
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