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RESUMO

Objetivos: Determinar a microbiota bacteriana aerébia da conjuntiva de
doadores de cérnea e seu padrdo de suscetibilidade a antibidticos;
verificar o nimero de cérneas utilizadas para transplante e a média de
tempo de preservagdo em solucdo preservante com gentamicina e estrep-
tomicina; tracar o perfil dos doadores e receptores de cornea. Métodos:
Espécimes clinicos foram colhidos de saco inferior da conjuntiva de
ambos 0s olhos, de 40 doadores de cérnea. As amostras foram inoculadas
em agar sangue azida, dgar chocolate e 4gar MacConkey e o antibiograma
foi realizado pelo método de Kirby-Bauer. Resultados: A freqiiéncia de
cultura positiva da conjuntiva de doadores de cérnea foi de 72,5%, sendo
que Gram-positivos totalizaram 81,6% e apenas 18,4% das amostras
foramidentificadas como Gram-negativos. Vancomicinainibiu 100% dos
Gram-positivos, ao passo que a sensibilidade dos Gram-negativos a
gentamicinafoide 53,8% e aestreptomicina foi de 30%. O sexo masculino
predominou entre os doadores e receptores, a média de tempo entre o
6bito e a enucleacdo foi de 2h e a de preservagdo em solugao preservante
com gentamicina e estreptomicina foi de 7 dias. Neoplasia e mais de uma
causa associada foram as causas de 6bito mais freqiientes. O ceratocone
foi a principal indicac@o para transplante (51,7%). Conclusdes: Staphy-
lococcus coagulase negativo foi o microrganismo com o maior nimero de
isolamentos, apresentando sensibilidade variada aos antimicrobianos. A
quantidade de cdrneas utilizadas para transplante foi bastante inferior em
relagdo ao total de captacdes. O perfil dos doadores e receptores de cornea
mostrou-se heterogéneo para grande parte das varidveis analisadas.

Descritores: Conjuntiva/microbiologia; Endoftalmite; Transplante de cérnea; Doadores
de tecidos; Testes de sensibilidade microbiana

INTRODUCAO

O transplante de cérnea constitui uma alternativa terapéutica cada vez
melhor para grande parte das doengas corneanas”. No Brasil e no mundo,
os avangos cientificos, tecnoldgicos, organizacionais e administrativos tém
colaborado para o aumento expressivo do nimero de transplantes. Contu-
do, esses dados animadores sdo limitados pelo volume insuficiente de
doagdes®?,

De acordo com a Associacdo Pan-Americana de Banco de Olhos
(APABO), em 2004, existiam 130.000 pessoas a espera de um transplante de
cornea na América Latina, e somente 16.400 foram realizados. No Brasil,
neste mesmo periodo, 25.000 pessoas estavam incluidas na lista de espera
para transplante de cérnea, sendo realizados apenas 8.400 transplantes. A
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escassez de 6rgdos doados parece ser um reflexo da desinfor-
macao da populagdo e da classe médica, além dos problemas
estruturais do sistema de saide, que tem se mostrado pouco
competente no processo de captagdo de 6rgaos.

A superficie ocular é colonizada por microbiota bacteriana
que contribui com a modulacdo de sua defesa, associada a
fatores humorais préprios da sua superficie, inibindo o apare-
cimento de microrganismos patogénicos®. A conjuntiva, em
especial, tem uma microbiota residente que consiste predomi-
nantemente em Staphylococcus coagulase negativo (SCN),
Streptococcus do grupo viridans, Corynebacterium sp. e
Propionibacterium acnes®. O isolamento de microrganismos
da microbiota endégena, geralmente considerados de pouca
viruléncia, alerta para o fato de que estes ndo podem ser
desprezados automaticamente como contaminantes. Ao con-
trario, falhas ao excluir a microbiota normal durante os proce-
dimentos de andlise da amostra clinica podem levar a necessi-
dade de maior tempo para a andlise ou ao fornecimento de
dados inacurados ao clinico®.

Com potencial destrutivo para os componentes estruturais
do olho, a endoftalmite bacteriana é doencga grave e sua causa
estd relacionada a entrada de agentes infecciosos apds proce-
dimentos cirdrgicos intra-oculares e ferimentos decorrentes
de traumatismos penetrantes”®. As bactérias sdo o grupo
mais comum de agentes causativos de endoftalmites e patdge-
nos Gram-positivos sao responsdveis por 60 a 80% das infec-
¢oes agudas, sendo SCN o microrganismo mais comumente
isolado®. Num estudo de 55 casos de endoftalmite pds-trans-
plante de cérnea, 44 foram de origem bacteriana com cultura
comprovada; destes, o mesmo microrganismo foi isolado do
receptor e doador em 56,8%""? dos casos.

As taxas de resisténcia aos antibidticos estdo crescendo
com a disseminacao e uso prolongado de agentes antimicro-
bianos. Baseado nisto, a caracterizagdo da microbiota bacte-
riana ocular e seu padrdo de suscetibilidade sdo altamente
justificados"", principalmente para detectar tendéncias de
resisténcia microbiana aos antibidticos presentes nos diferen-
tes meios de preservacdo da cornea. Um estudo revelou que
64% dos Bancos de Olhos brasileiros usam solu¢do preser-
vante com gentamicina e estreptomicina‘'?. Estes antibidticos
fazem parte do grupo dos aminoglicosideos, cujo mecanismo
de acdo é por meio da ligacdo ao ribossomo da bactéria,
inibindo a sintese de proteinas. Os aminoglicosideos sdo usa-
dos, primordialmente, para tratar infec¢des causadas por baci-
los Gram-negativos aerébicos ou em combinagdes sinérgicas
com agentes antimicrobianos ativos na parede celular contra
algumas bactérias Gram-positivas'?.

Considerando a alta freqiiéncia registrada de cultura positi-
va de material ocular*!9, este estudo teve por objetivos: (1)
determinar a microbiota bacteriana aerébia da conjuntiva de
doadores de cérnea do Banco de Olhos do Hospital Geral de
Caxias do Sul e seu padrao de suscetibilidade a antibidticos; (2)
verificar o nimero de cdérneas utilizadas para transplante e a
média de tempo de preservacdo das mesmas em solucdo pre-
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servante com gentamicina e estreptomicina; (3) tracar o perfil
dos doadores (sexo, idade, causa do 6bito, tempo entre o 6bito
e a enucleacgdo, resultados dos testes soroldgicos) e receptores
(sexo, idade e indicacdo para transplante) de cérnea.

METODOS

Realizou-se um estudo de determina¢do da microbiota con-
juntival de 40 doadores de cérnea do Banco de Olhos do
Hospital Geral de Caxias do Sul, RS. Espécimes clinicos foram
colhidos de saco inferior da conjuntiva de ambos os olhos,
com o uso de "swab" estéril, antes da aplicacdo de qualquer
antibidtico prévio ou irrigacdo do globo ocular com solugio
salina, e foi utilizado polivinilpirrolidona-iodo a 10% para
assepsia da regido periocular e palpebras. Para transporte, foi
utilizado meio de Stuart.

Todas as amostras foram inoculadas em dgar sangue azida,
agar chocolate e d4gar MacConkey, cultivadas a 35 = 2°C e
observadas diariamente por um periodo de 48h. Cada coldnia
morfologicamente distinta foi corada pelo Gram.

As bactérias Gram-negativas foram identificadas pelos se-
guintes métodos: fermentacdo do dgar triplice-acguicar (TSI);
producdo de urease; fenilalanina desaminase; inoculagdo em
meio MIO (Motilidade, Indol, Ornitina); LIA (Lisina, Indol,
Arginina); SIM (Produgao de H,S, Indol, Motilidade); capaci-
dade de multiplicacao em citrato de Simmon’s e teste da oxida-
se. Ja as bactérias Gram-positivas foram submetidas a prova
da catalase; prova da coagulase em tubo; hidrélise da esculi-
na; inoculagdo em meio SIM (Produgio de H,S, Indol, Motili-
dade); producdo de urease e fermentacdo do dgar triplice-
acucar (TSI).

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi determinada
para todas as culturas positivas usando o método de disco-
difusdo de Kirby-Bauer. O in6culo foi preparado através de
solucdo salina, comparando sua turvagdo com 0,5 da escala de
McFarland e em seguida, este foi inoculado através de "swab"
estéril na superficie do dgar Miieller Hinton. Apos 18 a 24
horas de incubagdo, a leitura foi realizada medindo o didmetro
da zona de inibicdo de crescimento ao redor dos discos, de
acordo com os critérios do “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI) em trés categorias: resistente, intermedidrio
ou sensivel. Os discos antibidticos testados incluiram: ami-
cacina (30 pg), aztreonam (30 pg), ceftazidima (30 pg), cefalo-
tina (30 pg), cefoxitina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), clindami-
cina (2 ug), cloranfenicol (30 pg), estreptomicina (10 ug), gen-
tamicina (10 pug), imipenen (10 pg), oxacilina (1 pg), rifampicina
(5 pg), sulfametoxazol-trimetoprim (25 pg), tetraciclina (30 pg),
tobramicina (10 pug) e vancomicina (30 pg).

Informagdes sobre os doadores e os receptores foram ob-
tidas de registros do Banco de Olhos do Hospital Geral de
Caxias do Sul. Os dados coletados sobre os doadores foram
idade, sexo, causa do 6bito, tempo entre o ébito e a enuclea-
¢do e resultados dos testes soroldogicos (Anti-HCV, Anti-HIV,
HBsAg, Anti-HBc total). J4 para os receptores das cOrneas, 0s
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dados foram idade, sexo e indicacdo para o transplante. Nime-
ro de corneas utilizadas para transplante e a média de tempo de
preservacdo em solucdo preservante com gentamicina e
estreptomicina também foram analisados neste estudo.

O estudo teve aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa
do Centro Universitario Feevale (processo 2.12.03.06.249),
institui¢do aonde foi realizada a andlise laboratorial.

RESULTADOS

Dos 40 doadores que participaram deste estudo, 12 (30%)
eram do sexo feminino e 28 (70%) do sexo masculino. A idade
média destes doadores foi de 62,6 anos (minima de 16 e maxima
de 78 anos), a média de tempo entre o 6bito e a enucleagdo foi
de 2 horas, com amplitude de variacdo de 40 minutos a 4,6
horas e o tempo médio de preservacao das cérneas em solucio
preservante com gentamicina e estreptomicina foi de 7 dias
(minimo de 1 e maximo de 14 dias).

As causas do 6bito estdo apresentadas no grafico 1. Ob-
serva-se que as causas mais freqiientes foram a neoplasia e
mais de uma causa associada (trauma vascular e parada car-
diorrespiratéria; aneurisma abdominal e parada cardiorrespira-
téria; neoplasia abdominal e ascite metastdtica; neoplasia de
utero e parada cardiorrespiratéria; insuficiéncia renal aguda e
broncopneumonia; insuficiéncia renal aguda e faléncia de
orgdos; neoplasia de ovdrio e insuficiéncia ventilatéria; neopla-
sia de intestino e parada cardiorrespiratéria; neoplasia de esto-
mago e faléncia de 6rgaos; insuficiéncia renal aguda e trauma-
tismo de cranio; neoplasia cerebral e insuficiéncia respiratéria).

De acordo com os resultados dos testes sorolégicos, 29
(72,5%) doadores apresentaram resultado ndo reagente para
anti-HCV, anti-HIV, anti-HBc total e HBsAg, enquanto que 11
(27,5%) doadores apresentaram resultado reagente para um ou
mais marcadores testados. Destes 11 doadores, 9 (81,8%)
apresentaram anticorpos anti-HBc total.

Apés avaliagdo em lampada de fenda dos globos oculares
e das corneas preservadas em solucdo com gentamicina e

Neoplasia | | 27,5
Mais de uma causa | | 275
associada !

Cardiopatia [ |15
Pneumopatia |:| 12,5
Outras causas | ]10
Faléncia de 6rgédos |:| 7,5

Causas de obito

Porcentagem

Grafico 1 - Freqiiéncia das causas de 6bito dos doadores de cérnea do
Banco de Olhos do Hospital Geral
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estreptomicina, verificou-se que 29 tecidos doadores ndo se
mostraram adequados para uso em transplante, levando-se em
consideracdo a presenga das seguintes caracteristicas: expo-
si¢do epitelial, defeito epitelial, opacidade subepitelial, edema
estromal, estria estromal, infiltrado estromal, dobras na Mem-
brana de Descemet, gutata, arco senil, pterigio, cicatrizes e
reflexo especular.

Com relagdo a cultura, verificou-se crescimento bacteriano
em 58 (72,5%) das 80 amostras coletadas. Nessas, foram feitos
76 isolamentos de 10 bactérias diferentes. Os Gram-positivos
totalizaram 81,6%, sendo identificados como SCN em 44,8% dos
casos, seguido por Corynebacterium sp. (19,7%), Staphylo-
coccus aureus (15,8%) e Bacillus sp. (1,3%). Apenas 18,4% das
amostras foram identificadas como Gram-negativas, entre elas
Enterobacter aerogenes (5,2%), Escherichia coli (4%), Kleb-
siella pneumoniae (4%), Pseudomonas aerugionosa (2,6%),
Proteus mirabilis (1,3%) e Moraxella catarrhalis (1,3%).

Na avaliacdo do antibiograma, cada grupo de bactérias
pertencentes a mesma espécie foi analisado separadamente. A
porcentagem de sensibilidade das bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas aos antibidticos testados estd apresentada
nas tabelas 1 e 2.

Quanto aos dados relativos aos receptores de cérnea, dos
29 olhos transplantados, a prevaléncia foi do sexo masculino
(62%), com idade média de 38,3 anos. A principal indicag¢ao
para transplante de cérnea foi o ceratocone em 15 olhos
(51,7%), seguido de outras indica¢des para transplante em 10
olhos (34,5%), compreendendo ulcera perfurada, afilamento
corneano, descemetocele secunddria, cicatriz corneana poés-
trauma e leucoma; e rejeicao em 4 olhos (13,8%).

DISCUSSAO

A freqiiéncia de cultura positiva da conjuntiva de olhos de
doadores foi elevada (72,5%) e este dado pode ser atribuido
ao fato de que as amostras foram coletadas antes da aplicacao
de qualquer antibidtico prévio ou irrigagdo do globo ocular
com solucao salina.

Tabela 1. Sensibilidade dos cocos Gram-positivos isolados da
conjuntiva de doadores de cdérnea

SCN S. aureus

N (%) N (%)
Ciprofloxacina 21 (72,4) 5 (62,5)
Clindamicina 20 (64,5) 7 (58,3)
Cloranfenicol 26 (92,8) 10 ( 100)
Estreptomicina 7 (78,0) 3 (50,0)
Gentamicina 6 (76,5) 9 (75,0)
Oxacilina 8 (53,0) 6 (50,0)
Rifampicina 7 (82,0) 9 (75,0)
Sulfa+TMP* 16 (47,0) 9 (75,0)
Tetraciclina 7 (79,4) 9 (75,0)
Vancomicina 34 (100) 12 ( 100)
SCN= Staphylococcus coagulase negativo; *= Sulfametoxazol-trimetoprim
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E. aerogenes E. coli
N (%) N (%)

Amicacina 3 (100%) 3 (100%)
Aztreonam - -
Ceftazidima - -
Cefalotina - 0( 0%)
Cefoxitina - 3 (100%)
Ciprofloxacina 4 (100%) 3 (100%)
Cloranfenicol 4 (100%) -
Estreptomicina 1 (100%) 0( 0%)
Gentamicina 4 (100%) 1 (33,3%)
Imipenem - -
Sulfa+TMP* 1( 25%) 1 (33,3%)
Tetraciclina 1 ( 25%) 2 (66,7%)
Tobramicina 4 (100%) 1 (33,3%)
*= Sulfametoxazol- trimetoprim; -= Nao testado

Tabela 2. Sensibilidade dos bacilos Gram-negativos isolados da conjuntiva dos doadores de cérnea

K. pneumoniae P. mirabilis P. aeruginosa

N (%) N (%) N (%)

0( 0%) 1 (100%) 0( 0%)
- - 1 ( 50%)
- - 2 (100%)

0( 0%) 1 (100%) -

2 (66,7%) 1 (100%) -

1 (33,3%) 1 (100%) 0( 0%)

0( 0%) - -

1 (33,3%) 1 (100%) 0( 0%)

1 (33,3%) 1 (100%) 0( 0%)
- - 2 (100%)

3 (100%) 1 (100%) -

1 (33,3%) 0( 0%) -

1 (33,3%) 1 (100%) 0( 0%)

Em contrapartida, algumas culturas ndo apresentaram
crescimento bacteriano, como mostrado também em outros
estudos*!®, Determinados fatores podem ter contribuido
para este achado, incluindo quantidade insuficiente de amos-
tra, uso de antibidtico pelo doador antes da realiza¢do do
exame cultural, ou ainda, presenca de microrganismos que
necessitem de condigdes especiais para tal crescimento.

O presente estudo corrobora os achados da literatura no
que se refere a alta freqiiéncia de isolamentos de Gram-positi-
vos, principalmente de SCN, microrganismo relacionado,
aproximadamente, a 70% dos casos de endoftalmite pds-cirtr-
gica”. Alguns autores observaram em amostras de "swabs"
usadas para avaliacdo da microbiota da conjuntiva de pacien-
tes submetidos a cirurgia oftalmoldgica, o crescimento entre
27% a 54% de SCNU319,

A baixa freqiiéncia de Gram-negativos, neste estudo, foi
observada em outros trabalhos semelhantes, entretanto, com
discordancias em relagdo aos tipos bacterianos isolados. Para
outros autores o Haemophilus sp. foi o Gram-negativo mais
freqiiente porém, ndo se isolou tal microrganismo neste estu-
do'®. Paralelamente, Proteus mirabilis foi encontrado em
poucas amostras oculares confrontando outros achados pu-
blicados®?.

Os resultados mostrados na tabela 1 revelam que a vanco-
micina teve a melhor atividade, inibindo a totalidade das bac-
térias Gram-positivas, resultado similar ao encontrado em
outras pesquisas820,

Dados de um estudo recente indicaram que os SCN isola-
dos apresentaram sensibilidade de apenas 2,6% ao cloranfeni-
col, enquanto S. aureus apresentou sensibilidade de 51,7%".
A porcentagem de sensibilidade dessas bactérias em relagdo
ao cloranfenicol foi notavelmente superior em nosso trabalho.

O alto grau de resisténcia apresentado por ambas espécies de
Staphylococcus a oxacilina, ndo foi observado por outros auto-
res. A literatura mostra a sensibilidade do SCN e do S. aureus de,
aproximadamente, 85% e 100% respectivamente'%2%.
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Entre os Gram-negativos (Tabela 2), Enterobacter aeroge-
nes predominou, exibindo 6tima sensibilidade a tobramicina,
cloranfenicol, gentamicina, amicacina, entre outros, e resis-
téncia importante ao sulfametoxazol-trimetoprim. O resultado
do antibiograma se equivale ao descrito em trabalho seme-
lhante exceto para o sulfametoxazol-trimetoprim, ji que a sen-
sibilidade encontrada pelo autor foi de 76%"” frente a 25% no
presente estudo.

Ceftazidima e imipenem foram os antibiéticos mais eficazes
em relacdo a Pseudomonas aeruginosa, isolada em 2,6% das
amostras. Por outro lado, esta bactéria apresentou resisténcia
total a cinco antimicrobianos diferentes, incluindo a amicaci-
na, em contraste ao descrito por um estudo precedente!!?,
aonde o mesmo antibiético foi o mais eficaz para Pseudomo-
nas aeruginosa, com atividade biocida de 60%. De um modo
geral, os resultados encontrados sugerem a existéncia de bac-
térias multirresistentes colonizando a conjuntiva de doadores
de cérnea.

Apesar dos achados de Corynebacterium sp., Bacillus
sp. € Moraxella catarrhalis, o antibiograma nao foi realizado
para estas bactérias devido a falta de padronizagdo do teste
pelo método de disco-difusao.

Considerando os antimicrobianos presentes na solugdo
preservante de corneas, a sensibilidade apresentada a estrepto-
micina para bactérias Gram-positivas e negativas, foi, respecti-
vamente, 66,6% e 30%. Ja para gentamicina a sensibilidade foi
de 76% para os Gram-positivos e 53,8% para os Gram-nega-
tivos. A sensibilidade insatisfatéria demonstrada, em especial
para os Gram-negativos, € preocupante, visto que estes dois
antibidticos estdo presentes na solug@o preservante de cérneas
mais utilizada pelos Bancos de Olhos. Neste viés, faz-se neces-
saria uma reavaliacido dos meios de preservagao mais utilizados,
com a possibilidade de adi¢do de outros antimicrobianos, capa-
zes de atingir o espectro ndo alcangado pelos j existentes.

Um outro ponto a ser considerado € o elevado niimero de
corneas rejeitadas para uso em transplante. Nesta pesquisa,
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das 80 corneas captadas, 22 foram desprezadas devido aos
resultados obtidos nos testes sorolégicos e 29 apresentaram-
se inadequadas apds andlise morfolégica através de lampada
de fenda. Dessa maneira, a quantidade de cérneas realmente
destinada ao transplante foi, praticamente, trés vezes menor
em relagdo ao total de captacdes realizadas.

A preservacio das 29 cérneas utilizadas para transplante
por um periodo médio de 7 dias, em soluc@o preservante com
gentamicina e estreptomicina, € considerada adequada, visto
que o tempo prolongado de preservagdo (superior a 7 dias)
provoca maior perda endotelial, o que pode diminuir a vida ttil
do transplante, apesar do fabricante assegurar a conservacao
vidvel da cérnea, por um periodo de até 14 dias®'?.

O ceratocone, doenca que mais freqiientemente levou a
indicagdo de transplante de cérnea, correspondendo a 51,7%
dos casos, também foi a principal indicacio relatada por outros
trabalhos brasileiros®*?¥, porém com uma freqiiéncia menor.
Uma outra diferenca observada € que a ceratopatia bolhosa nao
foi citada como indicag@o de transplante para nenhum dos 29
receptores de cornea envolvidos neste estudo, enquanto que
nos outros trabalhos brasileiros citados anteriormente, esta
doenga foi a segunda indicacdo mais freqiiente.

CONCLUSOES

Com base nos resultados deste estudo, conclui-se que o
SCN foi o microrganismo encontrado mais freqlientemente na
conjuntiva de doadores de cérnea, apresentando sensibilida-
de variada aos antimicrobianos.

A quantidade de cérneas utilizadas para transplante foi
bastante inferior em relagdo ao total de captagdes, em decor-
réncia do grande nimero de doadores com resultado reagente
para os testes soroldgicos realizados e dos problemas detec-
tados nos tecidos doadores apds andlise morfolégica em 1am-
pada de fenda.

O perfil dos doadores e receptores de cérnea mostrou-se
heterogéneo as varidveis analisadas, com exce¢@o do sexo mas-
culino que predominou para ambos e do resultado ndo reagente
para os testes sorolégicos realizados com os doadores.

ABSTRACT

Purpose: To determine aerobic bacterial microbiota of the
conjunctiva of cornea donors and its patterns of susceptibili-
ty to antibiotics; verify the number of corneas used for trans-
plant and the average time of preservation in solutions with
gentamicin and streptomycin; trace the profile of donors and
receptors of cornea. Methods: Clinical specimens were collec-
ted from the inferior bag of the conjunctiva of both eyes of 40
cornea donors. The samples were inoculated into acid blood,
chocolate and MacConkey agars, and the antibiogram was
performed by the Kirby-Bauer method. Results: The frequen-
cy of positive cultures of the conjunctiva of cornea donors

233

was 72.5%, with Gram-positive totalling 81.6% and only 18.4%
of the samples were identified as Gram-negative. Vancomycin
inhibited 100% of Gram-positive microorganisms, while sensi-
tivity of the Gram-negative to gentamicin was 53.8% and to
streptomycin 30%. Most donors and recipients were men, the
average time between death and enucleation was approximate-
ly 2 hours and preservation in solution with gentamicin and
streptomycin was around 7 days. Neoplasms and more than
one associated cause were the most frequently causes of
death. Keratoconus was the main indication for transplant
(51.7%). Conclusions: Coagulase-negative Staphylococcus
was the most frequently isolated microorganism, presenting
variable sensitivity to antimicrobians. The amount of corneas
used for transplant was below the number of available cor-
neas. Donor and receptor profiles were very heterogeneous
regarding most of the analyzed variables.

Keywords: Conjunctiva/microbiology; Endophthalmitis; Cor-
neal transplantation; Tissue donors; Microbial sensitivity tests
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