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Resumo

Objetivo: Avaliar a microbiota conjuntival em olhos com disfung¢io do filme lacrimal, e
a modificacdo desta microbiota apds a colocagdo de plug de silicone no canaliculo
inferior. Métodos: Série de casos intervencionais ndo comparativos para avaliar 68
olhos de 41 pacientes com disfunc¢io do filme lacrimal, durante o periodo de 2002 a
2007, na Universidade Federal de Sdo Paulo. Todos os pacientes foram submetidos a
colheita de amostras de raspado conjuntival de fundo-de-saco inferior para cultivo em
Brain heart infusion broth. Os vinte e dois pacientes submetidos a colocacdo de plug de
silicone repetiram a colheita de raspado conjuntival um més apds o procedimento.
Resultados: Dos 68 olhos avaliados, 47 apresentaram crescimento bacteriano nas amos-
tras colhidas. Nove diferentes espécies de bactérias foram identificadas: Staphylococcus
coagulase negativa em 66,66 %, Staphylococcus aureus em 13,72%, Corynebacterium
sp em 5,86%, Enterobacter aerogenes em 3,92 %, Streptococcus hemolitico do grupo
viridans em 1,96%, Serratia sp em 1,96%, Alcaligenes xylosoxidans spp em 1,96%,
Corynebacterium xerosis em 1,96%, e Proteus mirabilis em 1,96%. Staphylococcus
coagulase negativa (SCN) foi o microrganismo mais frequentemente isolado tanto
antes quanto apoés o plug de silicone. A sensibilidade do SCN a Oxacilina antes da
colocac¢@o do plug era de 87,50%, e, ap6s, de 73,68 %. Conclusao: A microbiota em olhos
com disfuncio do filme lacrimal € bastante semelhante a encontrada em olhos normais.
A resisténcia de SCN a Oxacilina foi um pouco maior ap6és o implante do plug de
silicone.

Descritores: Sindrome do olho seco/microbiologia; Conjuntiva/microbiologia;
Infeccdes estafilocdcicas /microbiologia; Elastomeros de silicone
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INTRODUCAO

filme lacrimal, além de lubrificar a superficie

ocular, tem a importante funcao de protegé-la

contra a agdo de varios patégenos. A lagrima
contém proteinas como a lisozima, a lactoferrina,
imunoglobulina A, entre outras substancias, que exer-
cem atividade antimicrobiana».Além disso, a mucina
produzida por células caliciformes da conjuntiva pro-
move uma barreira fisica que impede tanto a aderéncia
como a penetracdo de muitos patdgenos através do
epitélio da superficie ocular, Seal et al. mostraram
que existe redugdo tanto da lactoferrina quanto da
lisozima na lagrima de individuos com disfuncao do fil-
me lacrimal®.

Alguns estudos demonstraram um aumento da
atividade da enzima metaloproteinase-9 no epitélio
corneano, em resposta a insuficiéncia do filme lacrimal,
e que resultou em perda das “tight junctions” da barrei-
ra epitelial corneana®. A deficiéncia do filme lacrimal
aliada a fragilidade epitelial corneana em olhos secos
podem facilitar a instalacdo de infeccdes oculares.

Terapias anti-inflamatdrias como esterodides t6-
picos e ciclosporina A tém sido prescritas em varios ca-
sos de disfuncao do filme lacrimal, com melhora dos sin-
tomas. A administracdo de imunomoduladores pode, con-
tudo, alterar a atividade imune na superficie ocular, au-
mentando assim a predisposi¢ao a infegcao.

A oclusdo de ponto lacrimal com plugs é uma
opcao terapéutica em casos de disfuncdo do filme lacri-
mal, uma vez que diminuem a drenagem lacrimal atra-
vés dos canaliculos®7. Apesar de ser um método rela-
tivamente facil e seguro, hd estudos mostrando bactérias
capazes de formar um biofilme aderente a superficie do
plug®.

O objetivo deste estudo foi avaliar a microbiota
conjuntival em olhos com disfuncio do filme lacrimal, e
a modificacdo desta microbiota pela colocagdo do plug
de silicone no canaliculo inferior.

METODOS

Nesta série de casos intervencionais ndo compa-
rativos foram avaliados 68 olhos de 41 pacientes (29 do
sexo feminino, e 12 do sexo masculino) portadores de
disfuncao do filme lacrimal, durante o periodo de 2002 a
2007. Os critérios de exclusdo foram pacientes em uso
de antibioticoterapia ou de terapias anti-inflamatdrias
como corticéides ou imunossupressores topicos ou
sistémicos. Foram incluidos pacientes com diagndstico

de disfuncao do filme lacrimal em tratamento somente
com lagrimas artificiais. O diagnostico de disfuncdo do
filme lacrimal foi feito pela presenga de pelo menos um
dos sintomas (sensacdo de olho seco, ardor ou dor ou
sensagdo de corpo estranho, prurido e lacrimejamento),
associados aos achados de exame oftalmolégico
(biomicroscopia avaliando-se conjuntiva e cérnea, tem-
po de rompimento do filme lacrimal e teste com colora-
¢do vital rosa bengala).

Na biomicroscopia anterior foram valorizados si-
nais como presenca de hiperemia conjuntival, muco,
oleosidade excessiva do filme lacrimal, e de ceratite
filamentar. Tempo de rompimento do filme lacrimal in-
ferior a 10 segundos foi considerado indicativo de
disfuncdo do filme lacrimal®. No teste com coloragio
vital rosa bengala foi instilada 1 gota da solugdo a 1% e
o paciente foi orientado a piscar vdrias vezes. Para inter-
pretacdo do resultado, sob luz anerita verde, a superficie
ocular foi dividida em 3 partes: conjuntiva bulbar nasal
e temporal e cornea. Cada area foi graduada de 0 a 3
pontos, em que “0” significava auséncia de coloragdo e
“3” correspondia a coloragio confluente, para um méaxi-
mo de 9 pontos em cada olho. Olhos com valores superi-
ores a 3 pontos foram considerados portadores de
disfunc¢do do filme lacrimal®.

Durante o estudo, houve 22 pacientes (30 olhos),
do total de 41 pacientes (68 olhos), que precisaram re-
correr a oclusdo de ponto lacrimal com plug de silicone.
Estes pacientes foram submetidos a cultura de amostras
colhidas do fundo-de-saco conjuntival antes e apds um
més da oclusdo do ponto lacrimal inferior.

Colheita e Cultura

Todos os pacientes tiveram amostras, para culti-
vo,obtidas do fundo-de-saco da conjuntiva inferior,com
zaragatoa estéril; o material foi imediatamente inocula-
do em Brain heart infusion broth (BHI broth) (Difco,Le
Pont de Claix/France) e encaminhado ao laboratério.
Ap6s apresentar turbidez, as amostras de BHI foram
semeadas em meios s6lidos de dgar sangue de carneiro
a5% (AS) (Difco, Le Pont de Claix/France) e dgar cho-
colate (AC) (Difco, Le Pont de Claix/France) para pos-
terior identificacdo dos microrganismos presentes.

A sensibilidade aos antimicrobianos oxacilina,
amicacina, tobramicina, ciprofloxacino, ofloxacino,
gatifloxacino e moxifloxacino foi testada pelo método
de disco difusdo de acordo com as recomendagdes do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, Filadél-
fia, EUA) e determinacao das concentragdes inibitorias
minimas por Etest® (AB Biodisk, Solna, Suécia). Todo o
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processamento das amostras e as respectivas analises
microbiolégicas foram realizados no laboratdério de
microbiologia ocular do departamento de Oftalmologia
da Universidade Federal de Sao Paulo.

Analise estatistica

Dados foram apresentados pela frequéncia, pelas
médias + desvios-padrao ou proporgdes. Para compara-
¢do de varidveis categoricas foi utilizado o teste exato
de Fisher. Valores de p <0,05 foram considerados esta-
tisticamente significantes. A andlise foi realizada com o
software Stata v.10 (College Park, Texas).

REsuLTADOS

A idade dos pacientes incluidos no estudo variou
de 20 a 88 anos com média + desvio-padrao de 58,0 +
15,71 e mediana de 59 anos; 70,73% eram do sexo femi-
nino e 29,27 %, do masculino.

Dos 68 olhos avaliados, 21 tiveram cultivos nega-
tivos e 47 apresentaram crescimento bacteriano nas
amostras colhidas. Nove diferentes espécies de bactéri-
as foram identificadas: Staphylococcus coagulase nega-
tiva (SCN) em 34 amostras (66,66% ), Staphylococcus

Tabela 1

Microbiota dos 47 olhos com disfuncao do filme lacrimal com cultura positiva

Bactéria Frequéncia %

Staphylococcus coagulase negativa 34 66,66
Staphylococcus aureus 7 13,72
Corynebacterium sp 3 5,86
Enterobacter aerogenes 2 3,92
Corynebacterium xerosis 1 1,96
Streptococcus hemolitico do grupo viridans 1 1,96
Proteus mirabilis 1 1,96
Serratia sp 1 1,96
Alcaligenes xylosoxidans 1 1,96
Total S1* 100

* Dentre as 47 amostras, quatro tiveram crescimento de duas bactérias distintas

Tabela 2

Microbiota dos olhos com cultura positiva antes e apoés o implante de plug*

Bactéria

Pré-plug % Pés-plug %

Staphylococcus coagulase negativa
Sensivel a oxacilina
Staphylococcus aureus
Sensivel a oxacilina
Corynebacterium sp
Serratia sp

Streptococcus hemolitico do grupo viridans

Alcaligenes xylosidans spp
Corynebacterium xerosis
Citrobacter feundii
Moraxella nonliquefaciens
Total

16 64 19 70,38
14 87,50 14 73,68
4 16 1 3,70
4 100 1 100
1 4 1 3,70
1 4 1 3,70
1 4 3 11,12

1 4
1 4
1 3,70
1 3,70
25 100 27 100

*Alguns olhos apresentaram crescimento de mais de uma bactéria, conforme detalhado na Tabela 3
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Tabela 3

Microbiota antes e apos o implante de plug nos 30 olhos dos 22 pacientes
com disfuncao do filme lacrimal submetidos ao procedimento

ID Olho Microbiota pré-plug Microbiota pés-plug
1 D SCN SCN
Citrobacter freundii
Streptococcus hemolitico
do grupo viridans
E SCN SCN
Streptococcus hemolitico
do grupo viridans
2 D SCN SCN
3 D Corynebacterium spp SCN
4 D SCN SCN
5 D SCN SCN
E SCN SCN
6 E cultura negativa cultura negativa
7 D SCN SCN
E S. aureus SCN
8 E S. aureus SCN
9 D SCN cultura negativa
E cultura negativa cultura negativa
10 D Alcaligenes xylosoxidans spp SCN
11 E cultura negativa Corynebacterium spp
12 D SCN SCN
13 D Serratia spp cultura negativa
E cultura negativa Serratia spp
14 E SCN Streptococcus hemolitico
Streptococcus hemolitico do grupo viridans
do grupo viridans
15 E Corynebacterium xerosis cultura negativa
16 E cultura negativa SCN
17 D SCN SCN
S. aureus
E SCN SCN
18 D cultura negativa cultura negativa
19 E SCN SCN
20 D S. aureus cultura negativa
E S. aureus cultura negativa
21 E SCN SCN
Moraxella nonliquefaciens
22 D SCN SCN
E SCN SCN

aureus em 7 (13,72%), Corynebacterium sp em 3
(5,86%), Enterobacter aerogenes em 2 (3,92%),
Streptococcus hemolitico do grupo viridansem 1 (1,96%),
Serratia sp em 1 (1,96%), Alcaligenes xylosoxidans spp
em 1 (1,96%), Corynebacterium xerosis em 1 (1,96%),
e Proteus mirabilis em 1 (1,96%) (Tabela 1). Dos 47
olhos que apresentaram cultivo positivo, isolou-se uma
Unica espécie de bactéria em 43 amostras, e em 4, duas
espécies de bactérias foram isoladas.

A oclusao de ponto lacrimal com plug de silicone
foi efetuada em 30 olhos de 22 pacientes (77,3% do sexo
feminino e 22,7% do sexo masculino).

Dos 30 olhos, 24 (80%) tiveram cultura positiva
antes da colocagdo do plug, sendo 64% para SCN, 16%
para S.aureus,e 20% para outras bactérias (Streptococcus
hemolitico do grupo viridans, Corynebacterium sp,
Serratia sp, Alcaligenes xylosoxidans spp) (Tabela 2).

Ap6s o implante do plug, 22 (73,3%) dos 30 olhos
apresentaram crescimento bacteriano, sendo que, em
quatro deles, houve crescimento de mais de uma bacté-
ria (Tabela 3). SCN continuou sendo o microrganismo
mais prevalente, com 70,38%, seguido pelo
Streptococcus hemolitico do grupo viridans,com 11,12%,
e pelos outros (S. aureus, Serratia sp, Alcaligenes
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Tabela 4

Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das bactérias
isoladas de pacientes com disfuncao do filme lacrimal

SCN S. aureus
(N=34) (N=7)
n 0/o n 0/o
Oxacilina 30 88,23 7 100
Amicacina 33 97,05 7 100
Tobramicina 28 82,35 7 100
Ciprofloxacino 29 85,29 7 100
Ofloxacino 32 94,11 7 100
Gatifloxacino 29 85,29 6 85,71
Moxifloxacino 29 85,29 6 85,71

N= ndmero de isolados; n= nimero de isolados sensiveis

xylosidans spp, Corynebacterium sp, Moraxella
nonliquefaciens, e Citrobacter feundii) com 18,5% (Ta-
bela 2).

Houve mudang¢a na microbiota de 17 olhos
(56,6%) apds o implante do plug, mas isto ndo teve asso-
ciacdo com alteragdes de sinais e sintomas.

Observou-se, neste estudo, que nos olhos com
disfuncao do filme lacrimal, 88,23 % dos SCN eram sensi-
veis a oxacilina, 82,35% eram sensiveis a tobramicina ¢
85,29% a ciprofloxacino ou a moxifloxacino (Tabela 4).

Nos olhos que necessitaram de plug, 87,5% dos
SCN eram sensiveis a oxacilina antes, e 73,68 % ap0s a
colocagdo do plug de silicone.

DiscussAo

O presente estudo confirma dados anteriormente
publicados sobre a microbiota de pacientes com
disfuncdo do filme lacrimal, que apresentam maior
prevaléncia de Staphylococcus coagulase negativa
(SCN) com ou sem oclusao do ponto lacrimal com plug
de silicone™ 9. Diversos autores também demonstra-
ram que SCN € o microrganismo mais prevalente em
olhos normais'" 2. Ainda néo ha estudos descrevendo
alteragcdes da microbiota de acordo com a severidade
da disfuncao lacrimal.

O método utilizado para avaliar a microbiota,
neste estudo, foi o de cultivo em meios sélidos e liquidos.
Estudos com PCR descrevem que este método é capaz
de detectar uma diversidade muito maior de bactérias
tanto na superficie de olhos sauddveis quanto na de olhos
com disfungao do filme lacrimal, enquanto que os méto-
dos de cultivo convencionais frequentemente apresen-
tam resultados negativos ou somente positivos para
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SCNU9, Isso ocorre porque o PCR pode detectar materi-
al genético mesmo de microrganismos com dificil cres-
cimento em meios de cultura convencionais, especial-
mente devido a limitada quantidade do microrganismo
na amostra. Entretanto, a elevada sensibilidade do exa-
me molecular permite a detec¢do de microrganismos
que, apesar de presentes, podem nao estar relacionados
ao quadro clinico. E muito dificil instituir um tratamento
na auséncia de sinais e sintomas oculares.

E frequente que o paciente com disfuncio do fil-
me lacrimal apresente-se com sinais de olho vermelho e
sintomas de irrita¢do ocular® 3. As enzimas e toxinas
produzidas por muitas das bactérias que colonizam a
superficie ocular sdo capazes de destruir a camada de
mucina e de lipidios, desestabilizando ainda mais o fil-
me lacrimal, e agravando a inflamac@o ocular e os sinto-
mas de olho com disfun¢ido do filme lacrimal®'?. Em
olhos com inflamagao cronica hd maior risco de existi-
rem SCN multirresistentes-'. Em contrapartida, neste
estudo, observou-se que, em olhos com disfuncao do fil-
me lacrimal, 87,50% dos SCN eram sensiveis a oxacilina.
Ap6s a oclusdo do ponto lacrimal inferior com plug de
silicone, ainda 73,68 % dos SCN isolados eram sensiveis
a oxacilina.

Neste estudo, apesar de 17 (56,6%) dos 30 olhos
dos 22 pacientes submetidos ao plug terem apresentado
alteracdo da microbiota, ndo foi observado um padrao
de modificacdo no perfil de microrganismos encontra-
dos em olhos com disfuncdo do filme lacrimal apds o
implante do plug de silicone. Além disso, ndo ¢ possivel
interpretar se o plug foi o fator determinante da mudan-
¢a.Para tanto, o ideal seria que cada paciente submetido
ao implante de plug tivesse um olho com plug e o outro
sem, como controle.

Sabe-se que a possibilidade de formagdo de
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biofilme € frequente em portadores de plug de
silicone. O biofilme pode resultar em maior resistén-
cia a antibidticos® . Este fator de formacdo de
biofilme nao foi avaliado neste estudo. Entretanto,
houve o cuidado de ndo se tocar o plug durante a
colheita das amostras.

A disfungao do filme lacrimal geralmente ocor-
re em pacientes com idade mais avangada, que even-
tualmente precisa ser submetida a cirurgias ocula-
res. A presenca de bactérias sensiveis antes e depois
da colocagdo do plug — identificadas neste estudo —
aparentemente ndo ressalta a necessidade de mu-
danca de conduta terapéutica no pré-operatério des-
ses pacientes.

CoONCLUSAO

Ha poucos estudos sobre a microbiota em olhos
com disfun¢do do filme lacrimal com ou sem plug de
silicone, especialmente em nossa populacgao.

Este estudo detectou maior prevaléncia de SCN
na microbiota conjuntival de pacientes de nosso servigo
com disfun¢ao do filme lacrimal. Os pacientes submeti-
dos ao implante de plug de silicone, apesar da modifica-
¢do da microbiota, ndo evoluiram clinicamente com in-
fecgdo de superficie ocular.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate conjunctival microbiota in eyes with
tear film dysfunction and its modification after punctal
occlusion with silicone plug. Methods: Non comparative
interventional case series study to evaluate 68 eyes of 41
patients with tear film dysfunction, from 2002 to 2007,
followed in Federal University of Sao Paulo. Samples for
culture were all obtained from conjunctival swabs and
inoculated in Brain heart infusion broth (BHI broth).
Twenty two patients that undergone punctal plug occlusion
repeated culture procedure one month after plug insertion.
Results: 47 of the 68 eyes evaluated had positive culture
in their samples. Nine different types of bacteria were
identified: Coagulase negative Staphylococcus in 66,66 %,
Staphylococcus aureus, in 13,72 %, Corynebacterium sp,
in 5,86%, Enterobacter aerogenes, in 3,92%,
Streptococcus hemolitico do grupo viridans, in 1,96 %,
Serratia sp, in 1,96%, Alcaligenes xylosoxidans spp, in
1,96%, Corynebacterium xerosis, in 1,96 %, and Proteus
mirabilis in 1,96%. Coagulase negative Staphylococcus
(CNS) was the most frequently isolated microorganism
before and after punctal occlusion. CNS sensibility to

Oxacilin before plug insertion was 87,50%, and after,
73,68 %. Conclusion: Microbiota found in eyes with tear
film dysfunction seems to be similar to that found in nor-
mal eyes. CNS resistance to oxacilin was slightly higher
after silicone plug insertion.

Keywords: Dry eye syndromes/microbiology;
Conjunctiva/microbiology; Staphylococcal infections/
microbiology; Silicone elastomers
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