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RESUMO

Objetivo: Quantificar e comparar a aderéncia in vitro das bactérias
Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas alcaligenes em diferentes
tipos de lentes intra-oculares (LIOs). Métodos: Quatorze lentes intra-
oculares foram usadas no experimento. Quatro de polimetilmetacrilato
(PMMA), quatro de silicone, quatro de hidrogel e duas de acrilico. Oito
lentes intra-oculares foram colocadas em oito tubos de ensaio contendo
4 ml de suspensdo de Pseudomonas alcaligenes, e seis lentes intra-
oculares foram colocadas em seis tubos de ensaio contendo 4 ml de
suspensao de Staphylococcus epidermidis. A concentragdo do caldo
utilizada para o teste de aderéncia foi de 10® unidades formadoras de
coldnias por mililitro (CFU/mL) que corresponde a 0,5 na escala de
McFarland. As lentes foram incubadas a 37° por duas horas. Apés, foram
removidas dos caldos e enxaguadas em dgua destilada estéril por duas
vezes. As lentes foram cultivadas em placas de dgar-sangue a 35-37° e
evaliadas a cada 24h por um periodo de 72h. Nas amostras que tiveram
crescimento bacteriano, foram contadas as colOonias utilizando os méto-
dos convencionais de laboratério. Todos os ensaios foram executados
em duplicata. Resultados: A aderéncia do Staphylococcus epidermidis
nas lentes de PMMA foi menor se comparada com as de silicone e de
hidrogel. A aderénciada Pseudomonas alcaligenes nas lentes de hidrogel
foi menor se comparada com as de silicone, PMMA e acrilico. Conclusao:
Os resultados sugerem que a aderéncia do Staphylococcus epidermidis
e da Pseudomonas alcaligenes nas lentes intra-oculares € influenciada
pelo tipo de material da lente e pela espécie do microorganismo. A
aderéncia bacteriana pode ter papel importante na patogenicidade da
endoftalmite pds-cirurgia de catarata.

Descritores: Extracdo de catarata/efeitos adversos; Aderéncia bacteriana; Contagem de
colénia microbiana; Endoftalmite/etiologia; Staphylococcus epidermidis/isolamento e
purificacéo; Pseudomonas alcaligenes/isolamento & purificagéo; Lentes intra-oculares/
microbiologia; Polimetil metacrilato; Elastomeros de silicone

INTRODUCAO

Endoftalmite € uma complicagdo rara e de mau progndstico que ocorre
em poés-cirurgia de catarata. Os trabalhos realizados nos Estados Unidos da
América revelam uma incidéncia de endoftalmite que varia de 0,1 a 0,6%.
Apesar da incidéncia baixa e do tratamento precoce, o resultado final tende
a deteriorar gravemente a visao!'?.

Embora nem sempre se consiga determinar com exatiddo o patégeno
envolvido, imagina-se que a flora bacteriana das palpebras, conjuntiva e da
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drenagem lacrimal, seja a fonte do organismo infectante®®. A
contaminacio da camara anterior durante a cirurgia pode pro-
mover o caminho para a bactéria aderir-se a lente intra-ocular -
LIO?79. Alguns autores relatam que uma pequena incisdo
cirdrgica pode diminuir o risco de contaminagdo da camara
anterior”®. Outros fatores de risco sdo solucdes e instrumen-
tos utilizados na cirurgia e a flora do préprio cirurgiao®.

A andlise da flora conjuntival e do humor aquoso pds-
cirurgia de catarata sugerem que a maioria dos patdgenos
causadores de endoftalmite sdo introduzidos no olho durante
o procedimento cirdrgico. Este fato provavelmente ocorre
através do contato da LIO com os tecidos oculares externos
antes dela ser implantada‘-'?.

O presente trabalho deseja quantificar e comparar a ade-
réncia in vitro das bactérias Staphylococcus epidermidis e a
Pseudomonas alcaligenes em diferentes tipos de LIOs. O
critério de escolha das bactérias baseou-se na primeira fase
deste estudo, que identificou os microorganismos presentes
na flora conjuntival de nove pacientes HIV positivos com
catarata’®. Nesse estudo, a bactéria mais prevalente foi o
Staphilococcus epidermidis (33,33%), sendo seguida pela
Pseudomonas alcaligenes (11,11%), pelo Corynebacterum sp
(11,11%) e pelo Acinetobacter sp (5,56%)"%.

METODOS

Microrganismos

O Staphylococcus epidermidis e a Pseudomonas alcali-
genes foram identificados e isolados na primeira fase deste
estudo®.

Lentes intra-oculares

Foram utilizados 14 lentes intra-oculares, sendo quatro de
polimetilmetacrilato - PMMA (Allergan PS43NB e PS26TB,
Alcon MC50BD e LX10BD), quatro de silicone (duas Allergan
SI40NB e duas Allergan SI30NB), quatro de hidrogel (Storz
H60M) e duas de acrilica (Alcon MA30BA e MA60MB).

Descricao da técnica in vitro
Fase de preparacdo do caldo

As bactérias selecionadas foram degeladas e semeadas em
outra cultura de dgar-sangue. Apds revitalizadas, foram cultiva-
das em caldo glicosilado por um periodo de 24 horas. A con-
centracd@o do caldo utilizada para o teste de aderéncia foi de 10®
unidades formadoras de coldnias por mililitro (CFU/mL), o que
corresponde a 0,5 na escala de McFarland. Foram preparados 14
caldos contendo 4 ml cada, oito com Pseudomonas alcaligenes
e seis com Staphylococcus epidermidis.

Fase de aderéncia

Apés detectado o crescimento bacteriano no caldo, as
lentes foram nele colocadas com o auxilio de um porta-LIO
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esterelizado e 14 permaneceram por duas horas a 37°C. Em cada
caldo contendo Pseudomonas alcaligenes foi colocada uma
lente intra-ocular. Totalizou-se: duas de acrilico, duas de sili-
cone, duas de PMMA e duas de hidrogel, uma lente em cada
caldo. Nos seis caldos que continham Staphylococcus epi-
dermidis foram colocadas duas lentes de silicone, duas de
PMMA e duas de hidrogel, uma lente em cada caldo. Cultiva-
mos as lentes de acrilico no caldo que continha Pseudomonas
alcaligenes por duas razdes: por se tratar de uma bactéria
pouco comum na flora ocular e pelo fato de nunca ter sido
submetida a estudo semelhante.

Fase de lavagem e esgotamento

Passado o periodo de duas horas, o caldo foi escoado em
uma peneira esterilizada e enxaguada com 40 ml de 4gua destila-
da estéril. Apds, a lente era retirada da peneira com o auxilio de
um pinga estéril e mergulhada novamente em uma placa de Petri
estéril contendo 20 ml de dgua destilada estéril. Com o término
do segundo enxagiie a lente era retirada da placa de Petri com o
auxilio de uma alca de platina estéril e transportada para a placa
de agar-sangue. Utilizando uma alca de acrilico estéril foi reali-
zado o esgotamento de um dos lados da lente na metade do
meio de cultura. Depois, a lente era virada com a alg¢a de acrilico
e feito o esgotamento na metade restante do meio de cultura. O
primeiro lado da lente que tocou o meio de cultura foi considera-
do como lado A, e a outra metade como lado B. Ao término do
esgotamento as placas eram incubadas a 37° por 72h.

Contagem das colonias

As coldnias foram contadas a cada 24h por um periodo de
72h. As coldnias que cresceram na placa de dgar-sangue ao
final deste periodo representam as bactérias previamente ade-
ridas as LIOs. Conforme a padronizagdo do servigo de bioqui-
mica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, o nimero de
coldnias foi contado até 1000, acima deste valor foi classifica-
do como mais de 1000 coldnias. Este estudo ndo avaliou o
comportamento da aderéncia bacteriana em relagdo ao tama-
nho ou drea de cada LIO.

RESULTADOS

A tabela 1 mostra o crescimento da Pseudomonas alcali-
genes nos quatro grupos de LIOs. A densidade da aderéncia é
expressa pelo nimero de colonias formadas nas placas de
dgar-sangue apds 72h. As lentes de hidrogel tiveram o menor
grau de aderéncia bacteriana se comparadas com as LIOs de
acrilico, de silicone e de PMMA (Grifico 1). A densidade de
bactérias aderidas nas lentes de silicone e de PMMA foram
semelhantes e menores que as de acrilico. O grau de aderéncia
da Pseudomonas alcaligenes em ordem decrescente foi: acri-
lico, PMMA, silicone e hidrogel.

A tabela 2 mostra a aderéncia do Staphylococcus epider-
midis em trés grupos de LIOs. N@o houve diferenga expressiva
entre as lentes de PMMA, silicone e hidrogel (Gréfico 2).
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Tabela 1. Nimero de col6nias de Pseudomonas alcaligenes que
cresceram apos 72 horas

Acrilico 2

Acrilico 1

="

Mais de 1000 col6nias

Mais de 1000 colbnias

Silicone 1 Silicone 2

— _/.
239 colbnias
PMMA 1

36 colbnias

PMMA 2

258 colbnias 115 colbnias
Hidrogel 2

Hidrogel 1

Sem crescimento

19 colbnias

Tabela 2. Numero de colonias de Staphilococcus epidermidis que

cresceram apos 72 horas

Hidrogel 3

Mais de 1000 col6nias
PMMA 3

Mais de 1000 col6nias

Silicone 3

. =

Hidrogel 4

Mais de 1000 colbnias

PMMA 4

210 colbnias

Silicone 4

]

-

— —

Grafico 1 - Comparacao das duplicatas cultivadas em Pseudomonas
alcaligenes

Entretanto, a segunda lente de PMMA testada teve aderéncia
bacteriana menor se compararmos com as lentes de silicone,
hidrogel e com a primeira lente de PMMA testada.

1000 colénias Mais de 1000 colbdnias

Grafico 2 - Comparacao das duplicatas cultivadas em Staphilococcus
epidermidis

DISCUSSAO

O objetivo deste estudo in vitro foi investigar a aderéncia
bacteriana em diferentes tipos de LIOs usadas rotineiramente
em cirurgia de catarata. Partimos da idéia de que a contamina-
¢do das LIOs ocorre, na maioria das vezes, através do contato
da lente com os tecidos extraoculares durante o processo de
sua implantacio-'¥. Esse aumento de bactéria aderida na LIO
pode evoluir para endoftalmite, especialmente em pacientes
imunodeprimidos, como é o caso dos portadores de HIV-
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positivos®¢1519 A aderéncia bacteriana na superficie das
LIOs ocorre em duas fases: absor¢do e aderéncia. A absorcdo
¢ mediada por forgas fisicas e depende das caracteristicas do
microorganismo e do material da lente. Na fase de aderéncia a
bactéria produz uma cdpsula de polissacarideo sobre a super-
ficie da LIO, que os protege da opsonizacdo, da fagocitose, da
acdo do complemento e dos macr6fagos®19,

Em estudo retrospectivo realizado no Reino Unido em
2003, alguns autores avaliaram a incidéncia de endoftalmite
pos-cirurgia de catarata’”. Nesse trabalho foram comparadas
trés técnicas cirtdrgicas: extracio extracapsular, facoemulsifi-
cacdo com lentes dobraveis e rigidas e facoemulsificagdo com
lentes injetdveis. As lentes injetdveis foram associadas com
um menor risco de endoftalmite pds-operatéria, apresentando
uma incidéncia de 0,028 % (trés pacientes) em 10.815 casos. Os
autores acreditam que essa baixa incidéncia ocorre pelo fato
da lente injetdvel ndo fazer contato com a superficie ocular”.

Muitos autores tém estudado a aderéncia de diferentes
bactérias aos diferentes materiais de LIQ®>73101218) - Ag bac-
térias mais estudadas sdo Staphylococcus epidermidis, Sta-
phylococcus aureus e a Pseudomonas aeruginosa. Embora os
resultados ndo sejam sempre concordantes, a maioria dos
estudos demonstram que o material mais aderente € o acrilico
e o menos aderente é o PMMAGS1%12 Q comportamento
bacteriano é potencialmente varidvel de acordo com os dife-
rentes sorotipos das bactérias, diversas condi¢des de imuni-
dade dos pacientes e diferencas ambientais®>71?,

A Pseudomonas alcaligenes é uma bactéria do tipo bacilo
gram-negativo. Sua capacidade de atuar como patégeno hu-
mano é demonstrada em raras ocasides. Existem relatos do seu
envolvimento em infec¢des oculares, empiemas e até em casos
de endocardite®. Apesar de raros os relatos, ndo podemos
afirmar que este agente nao seja comum na flora conjuntival de
pacientes imunodeficientes'*?¥. Comparada com outros ti-
pos de Pseudomonas, apresenta 0 mesmo comportamento em
meios de cultura, ou seja, sdo bioquimicamente semelhan-
tes®®. Outras espécies de Pseudomonas, exceto a Pseudomo-
nas aeruginosa, raramente causam infec¢do. Devido a baixa
viruléncia, as infecgdes causadas por estas espécies sdo fre-
quentemente iatrogé€nicas ou estio associados com a adminis-
tracdo de solucdes contaminadas®. A transmissdo deste
patégeno é desconhecida®2%.

O estudo evidenciou que a Pseudomonas alcaligenes foi
menos aderente em lentes de hidrogel quando comparada com
os outros tipos de LIOs testadas. Na literatura ndo ha traba-
lhos que relacionem a aderéncia da Pseudomonas alcaligenes
ou outra espécie de Pseudomonas em lentes de hidrogel. As
lentes de silicone e de PMMA tiveram resultados semelhan-
tes, mostrando maior aderéncia a Pseudomonas alcaligenes
que a lente de hidrogel e menor que a de acrilico. Apesar de
ndo haver trabalhos que utilizaram esta bactéria, achamos
interessante relatar um estudo que utilizou a Pseudomonas
aeruginos®. Neste trabalho, com o uso microscopia eletrdni-
ca, foi quantificado e comparado a aderéncia in vitro da Pseu-
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domonas aeruginosa em trés tipos de LIOs: PMMA, silicone e
acrilico. Os resultados encontrados em ordem crescente de
aderéncia foram: acrilico, PMMA e silicone™.

O Staphylococcus epidermidis € uma bactéria do tipo
coco Gram-positivo responsavel por 60% dos casos agudos
de endoftalmite®. Este organismo é normalmente considerado
de baixa patogenicidade, entretanto hd cada vez mais evidén-
cias indicando a sua responsabilidade em muitas infec¢des
oculares. Além disso, a sua suscetibilidade ao antibidtico é
imprevisivel pela existéncia de Staphylococcus epidermidis
multiresistentes”.

Nossos resultados mostraram que a lente de PMMA teve
menor aderéncia de Staphylococcus epidermidis do que as
lentes de silicone e de hidrogel. Alguns autores, também evi-
denciaram que as lentes de PMMA foram menos permissivas
ao Staphylococcus epidermidis. A aderéncia avaliada pela
microscopia eletrdnica foi encontrada principalmente nas
areas de superficie irregular™?. Em outro estudo, também
utilizando a microscopia eletronica, foi comparada a aderéncia
bacteriana nas lentes de silicone, PMMA e hidrogel®®. O
estudo relatou menor aderéncia nas lentes de hidrogel quando
comparadas com as de silicone e maior que as de PMMA!®.

Acreditamos que o crescimento bacteriano nas placas de
dgar-sangue € a representacdo das bactérias previamente ade-
ridas nas LIOs. Isto é comprovado, pois, no momento que
retiramos as lentes do caldo e enxaguamos duas vezes, esta-
mos removendo o excesso do caldo e as bactérias fracamente
aderidas a elas. As bactérias fortemente aderidas permanece-
ram na lente e foram transferidas para a placa de dgar-sangue
com o processo de esgotamento. O estudo apresentou resul-
tado divergente apenas entre as lentes de PMMA cultivadas
com Staphylococcus epidermidis. Provavelmente isto ocor-
reu por uma falha durante a manipulagao das lentes de PMMA
ou por contaminacdo das placas de dgar-sangue por outra
espécie de bactéria. Apesar disto, o fato das demais lentes de
igual material terem tido resultados compativeis sugere que a
metodologia utilizada deve ser adequada.

CONCLUSAO

A identificacdo dos fatores que promovem a aderéncia
bacteriana na superficie das LIOs é de extrema importancia
para determinar como esses organismos causam endoftalmite.
O nosso estudo sugere que a aderéncia bacteriana em LIOs é
influenciado pelo tipo de material da lente e pela espécie do
microorganismo. Estudos como este podem ser Uteis no anti-
bioticoprofilaxia da endoftalmite para pacientes com caracte-
risticas semelhantes ao grupo estudado.
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ABSTRACT

Purpose: To quantify and compare the in vitro adherence of
Staphylococcus epidermidis and Pseudomonas alcaligenes
to different intraocular lenses (IOLs). Methods: Fourteen
intraocular lenses were used in the experiment. Four of poly-
methylmethacrylate (PMMA), four of silicone, four of hidro-
gel and two of acrylic. Eight intraocular lenses were placed in
eight test tubes containing 4 ml of Pseudomonas alcaligenes
suspension, and six intraocular lenses were placed in six test
tubes containing 4 ml of Staphylococcus epidermidis suspen-
sion. The bacterial suspension used for adherence tests was
10®colony-forming units per milliliter (CFU/mL) which corres-
ponds to 0.5 in the scale of McFarland. The lenses were
incubated at 37° for two hours. After this, intraocular lenses
were removed from the test tubes and dried twice with the use
of distilled and sterile water. The material was spread on
blood-agar for cultivation at 35-37°C and was evaluated every
24 hours up to 72 hours. In the samples where there was
bacterial growth, the colonies were counted using the con-
ventional laboratory methods. All assays were performed in
duplicate. Results: Adherence of Staphylococcus epidermi-
dis to PMMA intraocular lenses was lower than to hydrogel
and silicone intraocular lenses. Adherence of Pseudomonas
alcaligenes to hydrogel intraocular lenses was lower than to
PMMA, acrylic and silicone intraocular lenses. Conclusions:
Results suggest that in vitro adherence of Staphylococcus
epidermidis and Pseudomonas alcaligenes to intraocular len-
ses is influenced by type of material of the lens and by micro-
organism species. Bacterial adherence may play a role in the
pathogenesis of some forms of endophthalmitis after cataract
surgery. More in vitro and clinical studies are necessary to
elucidate the mechanisms by which Staphylococcus epider-
midis and Pseudomonas alcaligenes cause endophthalmitis.

Keywords: Cataract extraction/adverse effects; Bacterial
adhesion; Colony count, microbial; Endophthalmitis/etiolo-
gy; Staphylococcus epidermidis/isolation & purification;
Pseudomonas alcaligenes/isolation & purification; Eye infec-
tions, bacterial/microbiology; Lenses, intraocular/microbiolo-
gy; Polymethylmethacrylate; Silicone elastomers
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