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RESUMO

Objetivos: Avaliar a incidéncia de positividade de culturas de halos
doadores cdrneo-esclerais preservados em Optisol GS, identificar os
patégenos envolvidos, a sensibilidade dos mesmos a gentamicina e a
ocorréncia de infec¢des em olhos receptores. Métodos: Foram analisadas
retrospectivamente 163 culturas de halos cérneo-esclerais cujos botdes
corneanos foram utilizados em transplantes de cérnea no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre entre janeiro de 2001 e janeiro de 2003. Os halos
foram divididos em dois segmentos, metade inoculada em meio Sabou-
roud e a outra metade em tioglicolato, com posterior semeadura em dgar-
sangue, dgar-chocoloate e meio de MacConkey, conforme necessidade
para identificagcdo dos patégenos. Os prontudrios dos pacientes recepto-
res foram revisados. Resultados: Dos 163 halos analisados, 11 apresen-
taram culturas positivas, correspondendo a 6,7% do total. Destes, quatro
foram por Staphylococcus epidermidis, um por Staphylococcus aureus,
um por Serratia sp, um por Pseudomonas aeruginosa e 0s outros quatro
por diferentes subtipos de Candida (dois por Candida sp, um por
Candida albicans e um por Candida parapapilosis). No antibiograma,
todas as bactérias apresentaram-se resistentes a gentamicina. Nenhum
olho que recebeu cornea com cultura positiva apresentou infecgcdo apés
acirurgia. Conclusées: Baixos indices de positividade de cultura de halos
utilizados em transplantes de cérnea no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre foram encontrados. Os patégenos mais freqiientemente identifica-
dos ndo apresentam boa cobertura pelos antimicrobianos presentes nos
meios de preservagdo. A cultura de halos corneanos é recomendada para
auxilio no tratamento de possivel infeccido ocular pés-cirtrgica.

Descritores: Ceratoplastia penetrante; Infeccdo de ferida operatéria; Endoftalmite; Pre-
servacédo de 6rgaos; Solugdes para preservagdo de érgdos; Gentamicinas/farmacologia;
Banco de olhos; Cérnea/microbiologia; Antimicéticos

INTRODUGAO

A ocorréncia de endoftalmite e de ceratite infecciosa precoce pés-
ceratoplastia penetrante sdo eventos raros, acometendo, respectivamente,
entre 0,10 a 0,77% e entre 1,8 a 4,9% dos pacientes submetidos ao proce-
dimento'%. No entanto, quando ocorrem sdo situa¢des graves, colocan-
do em risco ndo somente o transplante, mas também toda a estrutura
ocular. Sendo assim, todos os esfor¢os para evitd-los ou reduzir sua inci-
déncia sdo de enorme valor.
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Uma potencial fonte de contaminacdo na patogenia das
endoftalmites, e ceratites infecciosas precoces pos-transplan-
te de cérnea, é a presenga de microrganismos vidveis no meio
de preservagdo ou no botdo doador'V. A contaminacdo de
halos doadores cérneo-esclerais ocorre mesmo tendo sido rea-
lizada a preparac@o do tecido doador em condi¢des as mais
assépticas possiveis e preservado em meio de cultura conten-
do antibidticos!">1>1¥_ Culturas positivas de halos cérneo-
esclerais estdo associadas a condigdes sépticas no momento
da morte, uso de ventilagdo mecanica, técnica de enucleacio,
tipo de antibiético no meio de preservacio, entre outros®.

Os agentes microbianos freqiientemente encontrados em
culturas de olhos com endoftalmite apds transplante de cor-
nea s@o bactérias Gram positivas, particularmente espécies de
Staphylococcus sp e Streptococcus sp®>'®. Atualmente, os
métodos de preservacdo mais utilizados contém pelo menos
um antimicrobiano (em geral gentamicina, efetiva principal-
mente contra Gram negativos)!->19,

Este estudo tem como objetivos verificar a incidéncia de
culturas positivas de halos doadores cérneo-esclerais, identi-
ficar os patégenos envolvidos e sua sensibilidade a gentami-
cina, além da ocorréncia de infeccdes precoces em olhos trans-
plantados cujos halos doadores apresentaram crescimento mi-
crobiano.

METODOS

Foram analisadas retrospectivamente 163 culturas de halos
doadores cérneo-esclerais cujos botdes corneanos foram utili-
zados para realizacdo de transplante penetrante de cérnea pelas
mais diversas patologias entre 02/01/2001 e 30/01/2003 no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

A enucleagdo do globo ocular foi realizada em até seis
horas “pos-mortem”, de maneira o mais asséptica possivel
(lavagem das maos, utilizagdo de campos cirirgicos, mascara,
luvas cirtrgicas estéreis e, antes de se iniciar a enucleacdo,
irrigacdo do globo ocular com solug@o salina a 0,9%). Foi
também instilada uma gota de colirio de gentamicina 0,3% no
globo ocular quando em cdmara timida. A preservacdo foi
realizada em até doze horas ap6s a morte, em condi¢des as mais
assépticas possiveis, e as corneas foram colocadas em meio de
preservacdo Optisol GS (Chiron Ophthalmics, Irvine, CA) a4° C,
meio contendo dois tipos de antimicrobianos - gentamicina
(100 pg/ml) e estreptomicina (200 pg/ml).

As coOrneas eram retiradas da refrigeracdo e deixadas em
temperatura ambiente uma hora antes do transplante e todas
foram utilizadas em até 14 dias apOs a preservacdo. Apds a
trepanagdo da cérnea doadora, o halo cérneo-escleral era ime-
diatamente recolocado no meio de preservagdo e entdo enca-
minhado ao Servigo de Microbiologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre.

O halo enviado em Optisol GS para o laboratério de Mi-
crobiologia era entdo seccionado em duas metades: um frag-
mento era inoculado em meio tipo Sabouraud (mantido em
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temperatura ambiente por 30 dias) e o outro em meio tiogli-
colato (mantido em estufa por 37° C durante 24 horas). Apds,
era realizada a coloragdo de Gram a partir do tioglicolato. Na
presenca de microrganismos, estes eram entdo classificados
em Gram positivos (50% dos quais eram inoculados em placas
de dgar-sangue e 50% em placas de dgar-chocolate) e em
Gram negativos (inoculados em meio de Mac Conkey). To-
dos os meios de cultura eram colocados por 48 horas em
estufa a 37°C. Caso houvesse crescimento, a identificac@o do
microrganismo era entdio realizada e a sensibilidade ou resis-
téncia a gentamicina testada (Figura 1).

A sensibilidade a estreptomicina ndo foi testada. O Hos-
pital de Clinicas de Porto Alegre ndo realizava antibiograma
para estreptomicina de rotina na época em que os transplan-
tes foram realizados.

Os prontudrios dos pacientes que receberam cérneas cu-
jos halos cérneo-esclerais apresentaram cultura positiva fo-
ram revisados para a avaliacdo de possivel infec¢cdo no se-
guimento de seis meses apds a realizagdo do transplante.

RESULTADOS

Dos 163 halos analisados, 11 apresentaram culturas posi-
tivas, correspondendo a 6,7% do total. Destes, 4 foram por
Staphylococcus sp coagulase negativo, 1 por Staphylococ-
cus aureus, 1 por Serratia sp, 1 por Pseudomonas aero-
ginosa e os outros 4 por diferentes espécies de Candida (2
por Candida sp, 1 por Candida albicans e 1 por Candida
parapapilosis). Todas as bactérias foram resistentes a gen-
tamicina.

Em nenhum dos 11 casos de cultura positiva de halos
doadores houve qualquer tipo de infeccdo ocular nos pa-
cientes receptores durante o periodo pds-operatério de seis
meses.

DISCUSSAO

A conjuntiva humana sadia é normalmente colonizada
por espécies de bactérias Gram positivas sapréfitas, mais
comumente por Staphylococcus epidermidis, Corynebacte-
rium e Streptococcus sp*'?. Viérios estudos mostram um
alto indice de contaminacio dos halos cérneo-esclerais (va-
riando de 5% a mais de 50% dos casos), dependendo da
forma de enucleagdo e preservagdo da cérnea doadora>!¥.

Alguns métodos de esterilizagdo tém sido propostos para
minimizar a contaminagdo. Entre eles, a realizacdo da enu-
cleacdo em ambiente mais asséptico possivel, coloca¢do do
globo ocular em cAmara imida com colirio de gentamicina, a
preservagdo realizada o mais rapido possivel (em ambiente
estéril) e, por fim, a utilizacdo de meios de preservacdo
contendo antibidticos®!V. A irrigacdo do globo ocular com
solucdo salina antes da enucleagdo diminui bastante a posi-
tividade das culturas”. Outros fatores que diminuem a con-
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Figura 1 - Metodologia da cultura de halos cérneo-esclerais

taminacao de halos corneanos s@o a retirada do menor mate-
rial possivel (evitando retirar grande margem escleral)!'?, o
uso de iodo-povidona a 1% antes da enucleacdo e menor
tempo decorrido entre a preservagio e o uso do tecido®. Fa-
tores também associados, independente do tipo de patégeno,
relacionam-se a septicemia do doador e/ou ao uso de ventila-
¢do mecéanica antes da morte®.

O sulfato de gentamicina (100 pg/ml) tem sido empregado
de rotina nos mais diversos meios de preservacdo, sendo
inativo a 4° C. A gentamicina ¢ efetiva contra a maioria dos
microrganismos Gram negativos encontrados na flora normal
do olho®. No entanto, vdrios estudos tém demonstrado a
resisténcia dos patégenos mais comuns a gentamicina, evi-
denciando a inefetividade desta contra alguns microrganis-
mos Gram positivos, anaerébios e fungos>>. Na maioria dos
estudos publicados, a média de resisténcia a gentamicina é de
70%1-+1315 Resultados semelhantes ao de nosso estudo, em
que todas as bactérias testadas em antibiograma foram resis-
tentes a gentamicina.

Estudo realizado por alguns autores comparando a eficé-
cia antimicrobiana de trés meios - Optisol GS (contendo gen-

IDENTIFICAGAO ANTIBIOGRAMA

IDENTIFICAGAO ANTIBIOGRAMA

tamicina e estreptomicina), Optisol (contendo apenas genta-
micina) e Likorol (gentamicina, estreptomicina e penicilina)
- ndo demonstrou diferenca estatistica entre eles'*'?. A adi-
¢do de outros antibidticos aos meios, como a cefalosporina
ou a vancomicina, tem sido postulado por muitos autores,
considerando-se que grande parte dos germes encontrados
nas culturas sdo Gram positivos e sensiveis a estes antimi-
crobianos).

A maioria dos trabalhos da literatura mostram indices de
contaminacdo entre 8% e 14%"->'®. Talvez o baixo indice de
contaminacdo constatado em nosso trabalho (6,7%) deva-se
as técnicas de enucleacdo e preservacgdo, realizadas em meio
0 mais asséptico possivel e utilizando meio de preservagdo
contendo dois antibidticos - gentamicina e estreptomicina.
Também precisamos considerar como um dos fatores para o
baixo indice de culturas positivas de nossos halos cérneo-
esclerais a talvez ndo detecg@o de contaminagdes por parte de
nosso laboratério.

Uma importante observagdo é o grande nimero de cultu-
ras positivas por fungos ocorrido em nossa série (4 casos,
correspondendo a 36,3% das culturas positivas). Na maioria
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dos estudos as bactérias sdo as responsaveis pelo maior
nimero de contaminag¢do; entretanto, muitos estudos também
apontam altos indices de positividade para fungos (variando
entre 2% e 10%)124, Apesar disso, os meios de preservagio
de cérnea permanecem sem cobertura para fungos. A dificul-
dade em adicionar antifingicos aos meios de preservacio
deve-se a grande toxicidade corneana dos mesmos®.

A positividade de culturas para fungos estd associada ao
estado de imunossupressdo do paciente e ao uso de ventila-
¢do mecinica, principalmente em relagdo a Candida®. Além
disso, o crescimento de fungos depende muito de como foram
realizados os exames de cultura, lembrando que fungos fila-
mentosos necessitam de meios muito enriquecidos para cres-
cer™. Outros autores citaram um indice de 3,92% de conta-
minagdo por fungo em conjuntivas de pacientes sadios (den-
tre eles Penicillinium, Aspergillus e Candida)™.

Em estudos analisando a flora fingica em conjuntivas
sadias, foi encontrado uma maior prevaléncia de Penicilli-
niun sp®-2Y, contrastando com dados de outro trabalho, que
identificou 38,5% de culturas positivas para fungo, sendo o
género mais prevalente Candida sp, seguido de Fusarim so-
lani®. No presente estudo, a maior positividade para espé-
cies de Candida em relagdo a outros fungos deve-se, prova-
velmente, a maior facilidade de crescimento deste tipo de
fungo.

A endoftalmite seguindo-se ao transplante penetrante de
cornea ¢ rara, sendo, porém, mais freqiiente do que na fa-
cectomia extra-capsular, por exemplo. No entanto, é um
evento devastador para o olho, no qual a maioria dos pacien-
tes obtém uma acuidade visual final pior que 20/400. Como a
positividade das culturas dos halos cérneo-esclerais € muito
alta quando comparada aos indices de endoftalmite no pds-
operatorio, sugere-se que muitos outros fatores estejam im-
plicados até que se estabeleca uma infec¢do clinicamente
percebida, o mais importante deles seria a condi¢do de imuni-
dade do receptor®.

E importante que todo banco de olhos tome as precaugdes
para a obtencdo de um tecido doador final o mais asséptico
possivel. Para isso, todos os procedimentos devem ser reali-
zados em ambiente o mais estéril possivel, irrigando o globo
ocular com solucgdo salina antes da enucleacdo, realizando a
preservagdo o mais rapidamente possivel e utilizando meios
de preservagdo de boa qualidade.

Recomenda-se a realizacdo rotineira de cultura de halos
coérneo-esclerais utilizados em transplantes, a fim de que se
conhecam os indices de contaminagdo, os patégenos mais
freqlientemente envolvidos e que esta possa servir de auxilio
no tratamento em caso de infec¢do ocular no periodo pés-
operatorio.

CONCLUSOES

Baixos indices de positividade de cultura de halos cér-
neo-esclerais utilizados em transplantes de cérnea no Hospi-
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tal de Clinicas de Porto Alegre foram encontrados. Os pa-
tégenos mais freqiientemente envolvidos foram espécies de
Staphylococcus (todos resistentes a gentamicina) e Candida.
Nenhuma infeccdo foi observada nos olhos receptores duran-
te seguimento de seis meses.

ABSTRACT

Purpose: To determine the incidence of positive corneoscle-
ral rim cultures preserved in Optisol GS medium, to identify
pathogens involved and possible recipient eye infection.
Methods: A hundred sixty-three corneoscleral rim cultures
penetrating keratoplasties performed from January 2001 to
January 2003 in the Hospital de Clinicas de Porto Alegre were
reviewed. Enucleations and corneal storage were done as
aseptic as possible and gentamicin 0.3% was instilled. Cor-
neoscleral rim was divided into two segments, half was inocu-
lated into Sabouraud broth and the other half into thiogly-
colate broth; inoculation into blood agar, chocolate agar and
MacConkey agar was done later if necessary for pathogen
identification. The receiver’s eye data were reviewed. Re-
sults: There were eleven positive cultures (6.7%) out of 163
evaluated corneoscleral rim cultures. Of these, four were
Staphylococcus epidermidis, one was Staphylococcus au-
reus, one was Serratia sp., one was Pseudomonas aeruginosa
and the other four were different subtypes of Candida (two
Candida sp., one Candida albicans and one Candida para-
papilosis). All pathogens were resistant to gentamicin. None
of the eleven cases of positive corneoscleral rim cultures
resulted in ocular infection at the receiver’s eyes (six months
follow-up). Conclusions: We found low rates of positive cor-
neoscleral rim cultures after penetrating keratoplasty at the
Porto Alegre Clinical Hospital. The most frequent involved
pathogens were Staphylococcus sp and Candida sp. Althou-
gh we did not identify any postoperative infection at the
receiver’s eyes, we recommend corneoscleral rim culture for
guidance of postoperative infection, a rare but possible
devastating ocular event.

Keywords: Keratoplasty, penetrating; Surgical wound in-
fection; Endophthalmitis; Organ preservation; Organ
preservation solutions; Gentamicins/pharmacology; Eye
banks; Cornea/microbiology; Antifungal agents
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