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RESUMO

Obj etivo: I solar microrganismoemmicrocerat6tomo, induzir ceratiteinfec-
ciosaavaliando arespostaterapéutica. M étodos: Foramrealizadascol etas
consecutivasdematerial apartir do microceratétomo usadorotineiramente
para cirurgiarefrativa em olhos humanos durante um periodo de 8 dias.
Preparou-se umadilui¢do segundo a escala de MacFarland parainocular
na cérnea de cobaias. Utilizaram-se oito animais, injetou-se 10 Yl no
estroma corneano de ambos os olhos. No olho direito ndo se instilou
medicamento (grupo 1) eno olho esquerdoinstilou-seciprofloxacina0,3%
associado a dexametasona a 0,1% e trometamina de cetorolac de 4 em 4
horas por 24 horas (grupo 2). Apés este periodo as cobaias foram
sacrificadas e as corneas divididas, sendo uma metade enviada para
analisemicrobiol 6gicaeoutraparahistopatologia. Resultados: No grupo
sem tratamento, todas as 8 amostras foram positivas, a0 passo que no
grupo tratado, 3 desenvolveram cultura positiva para Staphyl ococcus
aureus (p=0,0128). A avaliag8o histopatol 6gica de polimorfonucleares
e monomorfonucleares no estroma mostrou que eram menos NUMErosos
no grupo tratado (grupo 2), com p=0,0203 e p=0,0051, respectivamente.
Concluséo: Esteestudo portanto sugere que o uso de antibi6tico deamplo
espectro associado aantiinflamatdrio tem efeito significativo nadiminui-
¢dodo processoinflamatério einfeccioso em possivel contaminagdointra-
estromal aposcirurgiarefrativa.

Descritores: Ceratite/microbiologia; Ceratite/quimioterapia; Controle de infecc¢des; Sta-
phylococcus aureuslisolamento & purificacdo; Estudos de avaliacdo; Animal

INTRODUGAO

A cirurgia para correcdo de ametropias e cirurgia da catarata esté entre
os procedimentos cirdrgicos mais realizados pel os oftalmol ogi stas na atua-
lidade. Considerando o grande nimero de cirurgias realizadas, sdo procedi-
mentos com baixaincidéncia de complicagdes?.

A infeccdo merece destaque pela potencial morbidade que possui, entre
todos os riscos que envolvem as cirurgias refrativas®. Embora as cirurgias
refrativas com excimer laser, entreelaso "laser assisted in situ keratomileu-
sis' (LASIK), sejam consideradas menos suscetiveis a infeccdes, se com-
pararmos com aceratotomiaradial (RK)®, estacomplicacdo aindaassombra
0s cirurgioes.

Em muitos estudos, a infecgdo ndo é citada em suas casuisticas**?.
Outros citam apenas casos esporadicos de infeccdo em pds-operatério de
cirurgia refrativa®>®, demonstrando assim que, apesar de a infeccdo ser
umacomplicacdo temida, ndo é comum.
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E critico o fato de que, na cirurgia refrativa, os olhos
tratados sdo olhos saudaveis, pois 0s pacientes apresentam
uma grande expectativa sobre o resultado cirrgico®.

Cientes da preocupacdo de estarmos manipulando olhos
sadios ha cirurgia refrativa, todos os estudos sdo realizados
para minimizar qualquer eventual complicacdo per ou pos-
operatéria que possa ocorrer.

OBJETIVO

Isolar microrganismo proveniente do instrumental utiliza-
doemcirurgiarefrativa, natécnicaLASIK.

Induzir ceratiteinfecciosaexperimental com o microrganis-
mo oriundo do primeiro passo.

Avaliar arespostaterapéuticaao uso de medicagdo utiliza-
dano pés-operatério de cirurgiarefrativa.

METODOS

Para obter o microrganismo, realizou-se col eta de material
do microcerat6tomo com zaragatoa umedecidaem BHI (Brain
heart infusion), no término da cirurgia (LASIK), na propria
mesa cirdrgica, sem qualquer outra manipul agéo, durante oito
dias consecutivos e colocado o material coletado em meio de
enriquecimento (BHI). O procedimento cirargico foi realizado
por profissionais diferentes. Realizou-se também coleta de
material do microceratétomo logo apds a sua esterilizagcdo em
autoclave. As amostras obtidas foram enviadas para andlise
laboratorial, que consistia de cultura, identificagdo de micror-
ganismos e teste de sensibilidade antimicrobiana a antibioti-
coterapia proposta. Todas as amostras colhidas para cultura
foram semeadas em meio solido (&gar sangue) eliquido (BHI).
Considerou-se positivo o crescimento de microrganismos em
qualgquer um dos meios inoculados.

O microrganismo selecionado para inoculagdo e indugéo
de ceratite infecciosafoi aquele que isolamos o maior nimero
de vezes na cultura. Apos essaidentificagdo o microrganismo
foi preparado parainocul ago.

Sob condicBes estéreis, a col6nia bacteriana com maior
vitalidadefoi isoladano laboratério de microbiologiaediluida
em tubo de ensai o com cinco mililitros de solucdo salinaisoto-
nica. Foram realizadas varias diluicbes, segundo a escala de
MacFarland, sendo a solucdo 0,5 utilizada para a inoculagdo
das cobaias. A diluicdo 0,5 na escala de MacFarland corres-
ponde aproximadamente a 108 de unidades formadoras de co-
|6nia(UFC) por mililitros.

Sob anestesiageral, foram utilizadas oito cobaias-machos,
pesando em média 600g, para inoculagdo de microrganismos
no estroma corneano das mesmas.

A medicagdo utilizada para anestesia foi xilasina2% 5 a
10 mg/kg e quetamina 50 a 80 mg/kg que apresentaumadura-
¢ao médiade 2 horas.

Sob microscépio cirdrgico, utilizando umaseringadeinsu-
linaagulhada, foi realizadainjecdo corneanaintra-estromal, de
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10 yl dadiluicéo preparada, em ambos osolhosdosanimais. A
agulhafoi introduzida pela periferia e visando o estroma cor-
neano. A solucdo foi injetada na porcdo central. As injecdes
foram realizadas pelo mesmo cirurgi&o visando a mesma pro-
fundidade, a metade anterior do estroma na regido central
dos dois olhos das cobaias. A agulhafoi retirada lentamente,
observando-se aformac&o de uma area esbranquicada na area
central corneana.

O olho direito foi mantido sem medicagdo. No olho esquer-
do, instilou-se aassociagéo de ciprofloxacina 0,3% com dexa-
metasona 0,1% e cetorolac de trometaminatépicos, de4 em 4
horas, durante o periodo de 24 horas. Oscoliriosforaminstila-
dos nesta ordem, primeiro a ciprofloxacina 0,3% associada a
dexametasona 0,1% e depois o cetorolac de trometamina.

Ascobaiasforam sacrificadascominjecéo intracardiacade
xilasina 2%, sob anestesia geral em técnica previamente des-
critaeforam retiradas as suas corneas. Cada corneafoi seccio-
nada a0 meio no sentido longitudinal, sendo uma metade
colocada em formalina 10% e enviada para anélise histopato-
I6gica, a outra metade colocada em meio liquido de BHI e
enviada paraanalise laboratorial.

Para andlise histopatol 6gica os espécimens foram acondi-
cionados em frascos contendo aproximadamente 5 ml de for-
malina10%. ApGs o tempo necessdrio parafixagdo do material,
seguindo os critérios laboratoriais de patologia, as corneas
foram preparadas paraincluséo em blocos de parafina, e, pos-
teriormente, levadas ao micr6tomo para preparagdo das [ami-
nas. Os cortes foram corados com hematoxilina/eosina e exa-
minados em microscopiaépticacom aumento de 10 e 40 vezes.
Todas as amostras foram mascaradas e examinadas pelo mes-
mo patol ogista.

As andlises histopatol dgicas foram feitas de acordo com a
camada corneana: epitélio, estroma e endotélio.

Foram avaliados osinfiltrados de célul as polimorfonuclea-
res (PMN) e monomorfonucleares (MMN), sendo classifica-
dos em discretos (até 5 células por campo de grande aumento
— CGA), moderados (entre 6 e 20 células por CGA) e severos
(maisde 20 células por CGA), no estroma.

A presenca de col6nia bacteriana foi avaliada no epitélio,
endotélio e estroma.

Paraanalise laboratorial, 0 material que estavano meio de
enriquecimento (BHI) foi semeado também em égar sangue.

Considerou-se positivo o crescimento de microrganismos
em qual quer um dos meiosinoculados. Quando o0 microrganis-
mo identificado nomeio solido eliquidofoi diferente, conside-
rou-se o resultado positivo para cada amostra e as duas cepas
foram identificadas e submetidas aos testes de suscetibilidade
antimicrobiana

Para andlise estatistica, recorreu-se a andlise descritiva
dos dados através de tabelas e gréficos. Para a comprovacéo
dos objetivos levantados neste estudo foi utilizado o teste
nado-paramétrico “ Exato de Fisher” (através do "software Epi-
info”). O nivel de significancia (probabilidade de significan-
cia) méaximo adotado foi de 5% (0,05).

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Sociedade Evangélica Beneficente de Curitiba.
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Tabela 1. Avaliacdo geral dos dados em estudo
Grupo 1 Grupo 2
Histopatologia (n=8) (n=8) Estatistica
1. Colbnia
* Epitélio 4 - p=0,0385 S
* Estroma 3 p=0,1000 NS
» Endotélio 4 3 p=0,5000 NS
2. Estroma
« Polimorfonuclear p=0,0203 S
« Discreto 1 6
* Moderado 4 2
« Acentuado 8 -
e Monomorfonuclear p=0,0051 S
« Discreto 1 7
* Moderado 3 1
« Acentuado 4 -
3. Cultura p=0,0128 S
* Negativa - 5
* Positiva 8 8
n: nimero de cérneas; S: significativo; NS: néo significativo; p< 0,05 (teste néo|
paramétrico "Exato de Fisher"

RESULTADOS

Das nove amostras col hidas do microceratétomo enviadas
para cultura obtivemos: trés amostras negativas, desenvolvi-
mento de Staphylococcus aureus em quatro amostras, desen-
volvimento de Staphylococcus epidermidis em duas amostras
€ a amostra proveniente da autoclave foi negativa.

O numero de unidades formadoras de col énias (UFC) iso-
ladas do Staphilococcus aureus foram 6 e 8 e de Staphyloco-
ccus epidermidis 5.

Naavaliagdo clinica, apds vinte e quatro horas dainocula-
¢ado intra-estromal de 10 pl dadiluicéo, todas as corneas apre-
sentaram infiltrado estromal arredondado, central desenvol-
vendo clinicamente ceratite infecciosa.

Na avaliacdo histopatol 6gica do epitélio, houve umadife-
renca estatisticamente significativa (p=0,0385), pois houve
presenca de col6nia em 4 amostras do grupo 1 e nenhuma no
grupo 2. Entretanto ndo foi observada diferenca significativa
na avaliacdo histopatolégica do estroma (p=0,1) apesar de
serem observadas col6nias bacterianas no grupo ndo medica-
do (grupo 1).

Na avaliacdo histopatol 6gica do estroma, em relagdo aos
polimorfonucleares foi observado que o grau mais intenso do
processo inflamatério, moderado (50%) e acentuado (37,5%),
estava mais freqlentemente presente no grupo ndo medicado
(87,5%) (p=0,0203), quando comparado com o grupo medicado
que apresentava processo inflamatério discreto (75%) e mo-
derado (25%).

Naavaliagdo do estromatambém foi observada a presenca
de monomorfonucleares com maior intensidade, moderado
(37,5%) e acentuado (50%), no grupo 1 (87,75%) (p=0,0051),
comparado com o grupo medicado (grupo 2) que apresentou
discreto (87,5%) e moderado (12,5%).

No endotélio foi observada coldnia bacteriana nos dois
grupos sem diferenca significante (p=0,5).

A culturafoi positiva paratodas as amostras do grupo néo
tratado (n=8), destas 5 amostras a culturafoi negativa (62,5%)
e em 3 positivas, com desenvolvimento de Staphylococcus
aureusnacultura, (37,5%) (p=0,0128).

DISCUSSAO

O materia coletado do microcerat6tomo foi semeado em
agar sangue, pois este € um meio de crescimento geral e,
sendo um meio sélido, conseguimosdiferenciar maisfacilmen-
te o crescimento de colbnias de microrganismos diferentes.
No meio liquido ha apenas a turvacéo do meio quando inicia
um crescimento de microrganismo. Estudo realizado com o
objetivo de avaliar as alteragdes da microbiota conjuntival e
pal pebral apo6s o uso de antibiticos em cirurgia de catarata e
refrativa, os meios de cultura para a avaliagé@o laboratorial
foram agar sangue e BHI*9,

A cepa de Saphylococcus aureus utilizada neste estudo
foi oriunda de cultura de material de microceratétomo. Com
isso, tentamos simular uma contaminagdo per operatoria com
desenvolvimento de ceratite infecciosa e verificar a evolucéo
em vinte e quatro horas, utilizando apenas a medicagéo que se
usa como profilatica de rotina como forma de tratamento da
ceratite infecciosainduzidaem cobaia.

A endoftalmite infecciosa exdgena no pos-operatorio de
cirurgias oftalmol 6gi cas tem como principal agente etiol gico
Saphylococcus sp tanto nas séries do Brasil quanto nos de
outros paises®>9. Geralmente esses microrganismos sao en-
contrados na margem palpebral e no saco conjuntival tendo
acesso a camara anterior®”. Estes estudos corroboram com o
agente isolado na cultura do microcerat6tomo.

A escolha destas medicagdes, ciprofoloxacina 0,3% asso-
ciadaadexametasona0,1% e trometaminade cetorolac, parao
grupo medicado (grupo 2) deve-se ao fato de ser sugerido o
uso destas classes de drogas tdpicas de rotina para o pos-
operatério da cirurgia refrativa®'®29, sendo a intencdo do
estudo verificar a agdo dessas drogas usadas no pos-operato-
rio numa eventual ceratite infecciosa.

E freqiiente o uso de lentes de contato com funcéo prote-
toraede curativo no pés-operatério imediato, tanto no LASIK
guanto no PRK @, A colonizagdo das lentes de contato gelati-
nosas usadas no pds-operatério de cirurgias refrativas por
bactérias podendo ter um potencia risco de infecgéo, pela
contaminag&o sugerindo a sua profilaxia foi demonstrada em
estudo®?,

Foi utilizada a diluicéo 0,5 da escala de Macfarland para a
injecdo intra-estromal, pois esta é a padronizacdo da NCCLS
(National Committee for Clinical Laboratory Standarts) para
realizag8o de antibiograma. Neste estudo, o nimero de unida-
des formadoras de colénia (UFC) provenientes do microce-
ratétomo foramde5 a6 UFC, o quedemonstraumindcul o baixo.

O uso de cobaias foi baseado em outros estudos experi-
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mentais sobre infecces corneanas e reacdo inflamatoria®2",
Este é um animal muito utilizado para testes com vacinas,
quando vamos ter um processo infeccioso, dependendo da
vacina com uma resposta i munol égica.

Foi aplicadainjecdointra-estromal, devido acirurgiarefrati-
va confeccionar uma lamela superficial corneana, podendo ser
inoculado algum microrganismo no estroma. Sendo assim, se
fosse inoculada alguma bactéria durante a cirurgia, seria pro-
vavelmente nainterface dessalamela, e assim, por ocorrer que-
bra da barreira epitelial e por ter como vetor parainoculacéo o
instrumental cirdrgico, possibilitaria uma infeccdo, como su-
gerem alguns estudos, que a infeccdo seja no leito estromal @,

Analisando os resultados obtidos da cultura das corneas,
verificamos que o antibiético utilizado inibiu o desenvolvi-
mento do microrganismo. A dilui¢édo de 0,5 daescalade Mac-
farland corresponde aproximadamente a 108 (UFC), a que foi
inoculada no estroma corneano foi muito superior ao nimero
de UFC isoladano microceratétomo. No grupo ndo medicado,
todas as culturas foram positivas, enquanto no grupo 2 cinco
amostras foram negativas e trés positivas, mostrando que
houve diferencasignificante (p=0,0128).

A ceratite infecciosafoi desenvolvidaem todas as cdrneas,
com aintencdo deverificar seamedicacado utilizadacomo profi-
|&tica em cirurgia refrativa teria alguma acdo terapéutica em
ceratite experimental. Com isso, por analogia, o estudo sugere
que essamedicacdo tem efeito profil &tico, jaque, em umacerati-
te infecciosa experimental, no grupo sem medicacdo a reacéo
inflamatdria e infecciosa foi significantemente maior. O trata-
mento foi apenas para analisar a resposta terapéutica em uma
ceratite infecciosa nas primeiras 24 horas de uma medicacdo
utilizada como profilética. Astrés drogas foram utilizadas para
verificar aacdo das mesmas no caso de umainfeccdo.

Nahistopatol ogia, em relacdo ainflamagado estromal, quan-
do inoculamos o agente infeccioso, mostram grande reacdo
inflamatériatanto com polimorfonucl eares quanto com mono-
morfonucl eares significantemente maior no grupo ndo medica-
do. Comisso, sugere também que, além daatuacdo do antibi6-
tico sobre o agente infeccioso, temos a agdo de antiinflamato6-
rio diminuindo os danos teciduais devido a quimiotaxia de
polimorfonucleares, como mostram alguns estudos®?2,

Com autilizagdo de antibiético adequado, apioradacerati-
te com corticéidefoi prevenida®. Em relato de caso deinfec-
¢ado bilateral p6s-LASIK foi por Staphylococcus aureus e as
cepas eram sensiveis a fluoroquinolona e a apresentacdo era
no leito dalamelasuperficial .

Apesar dainfeccdo ser uma complicacdo rara em cirurgia
refrativa, devemos té-la em mente e saber que a medicacdo
utilizada no pds-operatério tem fungdo importante.

CONCLUSOES

Foi possivel isolar Saphyl ococcus aureus como microrga-
nismo mais frequiente do microcerat6tomo apés LASIK. Cera-
tite infecciosa experimental foi induzida, com sucesso, por
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inoculacdo intra-estromal do microrganismo isolado prove-
niente do primeiro passo. A medicacdo utilizada de rotina no
pés-operatério de LASIK, ciprofloxacina 0,3% associada a
dexametasona0,1% e trometaminade cetorolac inibiu o cresci-
mento de Staphylococcus aureus. A reacdo inflamatoria foi
diminuida com amedicac8o utilizada neste estudo. A medica-
¢cdo utilizada no pds-operatério de cirurgia refrativa deste
estudo tem ac&o biocida coerente ao microrganismo mais co-
mumente isolado, sugerindo que, com isso diminui o risco de
infeccdo e inflamacgao associadas.

ABSTRACT

Pur pose: To harvest microorganismsfrom the microkeratome
after LASIK. To induce experimental infectious keratitis and
investigate the use of routine postoperative medication. M e-
thods: During eight consecutive days, we cultured the plate of
the microkeratome after routine LASIK. Dilutions of the most
frequent microorganism was prepared according to the Mac-
Farland scale. Ten microliters were injected into both corneas
of eight guineapigs. Theright corneawas used as control and
the left corneawas treated with 0.3% ciprofloxacin associated
with dexamethasone and ketorolac tromethamine every 4
hoursfor 24 hours (group 2). The animals were sacrificed and
the corneas were divided into two halves, which were sent to
analyzed by the microbiology and histopathology |aboratory.
Results: In the control group, Staphylococcus aureus could
be retrieved from all corneas, while in group 2, only 50%
showed positive cultures (p=0.0128). Histopathology concer-
ning polymorphonuclear cells showed an intense degree of
inflammationin group 1 (p=0.0203) and regarding monomorpho-
nuclear cells, it was also more intense in group 1 (p=0.0051).
Conclusion: This study suggests that the use of wide-spec-
trum antibioti ¢ associated with anti-inflammatory eye dropshas
a significant effect on the reduction of a potentia infectious
and inflammatory process after refractive surgery.

K eywor ds: Keratitis/microbiology; Keratitis/drug therapy; In-
fection control; Staphylococcus aureus/isolation & purifica-
tion; Evaluation studies; Animal
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