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RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia da a¢io antimicrobiana das solugdes
multiuso para desinfecgdo de lentes de contato hidrofilicas. Métodos:
Duas solu¢des multiuso denominadas solucdo A (poliquaterndrio-1
a 0,001% e miristamidopropil dimetilamina a 0,0005%) e solu¢dao B
(poliaminopropil biguanida a 0,0001%) foram testadas em lentes de
contato hidrofilicas contaminadas com Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27583), Staphylococcus epidermidis (ATCC1226), Klebsiella
pneumoniae (ATCC13883), Staphylococcus aureus (ATCC25923) e
Candida albicans (ATCC 10231) para verificar a quantidade de re-
ducgdo do crescimento dos microrganismos apds o enxdgue com as
solugdes. Foram seguidas as instrugdes preconizadas pelos fabrican-
tes. Resultados: Houve reducdo de 90% do crescimento de Pseudo-
monas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus
e Candida albicans. Nao houve crescimento de Klebsiella pneu-
moniae. Conclusido: As solugdes testadas neste trabalho mostraram
reducdo do nimero de microrganismos testados.

Descritores: Lentes de contato hidrofilicas/efeitos adversos; Conjuntiva/microbiologia; Solu-
¢des; Pseudomonas aeruginosalisolamento & purificagdo; Staphylococcus epidermidis/isolatin
& purification; Stapylococcus aureus/isolamento & purificacao; Klebsiella pneumoniaelisola-
mento & purificagdo; Candida albicans/isolamento & purificagao; Desinfeccao; Ceratite/etiologia

INTRODUCAO

O uso de lentes de contato (LC) tem sido associado ao aumento do risco
de infec¢do corneal®. A complicagcdo mais temida é a ceratite infecciosa,
que pode culminar em perfuragio, cicatriz e perda permanente da visao®.
Os principais agentes etiolégicos das ceratites infecciosas em usudrios de
LC sdo Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Staphylocco-
cus epidermidis®™.

A incidéncia anual estimada de ceratite para cada 10.000 usudrios é de
4,1% para LC hidrofilicas de uso didrio, 20,9% para LC hidrofilicas de uso
continuo, 2% para LC rigidas de polimetilmetacrilato e 4% para LC rigidas
géds permedveis®.

Os mecanismos de defesa do olho baseiam-se na agdo de limpeza pro-
porcionadas pelas palpebras durante o piscar, no epitélio corneal integro e
no filme lacrimal, que contém imunoglobulinas e enzimas com atividade
antimicrobiana™”. O uso de LC acarreta mudangas na superficie ocular,
como alteragdes do filme lacrimal e do epitélio corneal, além de reducdo no
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aporte de oxigénio e troca de fons, que podem favorecer a in-
feccdo secunddria®.

O contato de microrganismos com a superficie ocular, por
meio da LC ou da solu¢@o contida no estojo contaminado,
contribui para o desenvolvimento de infeccdo®. Estudos mos-
tram que grande parte das contaminacdes das LC ocorre apds
o contato com as maos dos usudrios"*'V, Assim, torna-se im-
portante a higiene das maos e o uso adequado das solucdes
para desinfec¢do das LC.

Solugdes multiuso para LC tém sido cada vez mais utiliza-
das. Apresentam propriedades de limpeza, desinfec¢do, remo-
cdo de depositos de proteinas e lubrificagdo, que simplificam
as etapas dos cuidados por parte dos usudrios!'>'¥. Virios
sdo os principios ativos usados nas solucdes multiuso, dos
quais destacam-se o poliquaterndrio-1 a 0,001% (Polyquad®),
o miristamidopropil dimetilamina a 0,0005% (Aldox®) e o po-
liaminopropil biguanida a 0,0001% (Dymed®)!41%,

O Dymed e o Polyquad sdo polimeros catidnicos com estru-
tura molecular grande, que atuam como conservante e desinfe-
tante>19. O Dymed é formado por unidades repetidas de bi-
guanida separadas por uma cadeia de seis carbonos. Contém
carga positiva no grupo biguanida e age de maneira semelhante
a clorexidina, porém suas moléculas sdo maiores'>'®, Sua a¢do
inicia-se quando o composto atravessa a parede celular e outras
membranas através de difusdo passiva, atacando o citoplasma
das bactérias ou a membrana plasmadtica dos fungos, desinte-
grando-as. O dano nas membranas é seguido pelo vazamento
dos constituintes intracelulares, causando a morte dos micror-
ganismos"®. O Polyquad é um composto solivel em dgua e
formado por mistura dlcool/aquosa. O grande tamanho de suas
moléculas previne a absorcao através dos poros das LC hidro-
filicas>!®. Atua no interior da membrana citoplasmatica das
bactérias e dos fungos, desencadeando adsorcio e entrada do
agente na parede celular. Depois, reage com os lipideos e pro-
tefnas da membrana citoplasmdtica causando sua desorgani-
zacdo. Consequentemente, ocorre o extravasamento do material
intracelular, degradag@o das proteinas e 4dcidos nucléicos e lise
da parede bacteriana causada por enzimas autoliticas, culmi-
nando na perda estrutural e da integridade da membrana cito-
plasmadtica®. Sua acdo é melhor contra bactérias, por isso atua
em conjunto com o Aldox, que tem acdo antifiingica*'?.

O “Food and Drug Administration” (FDA, Estados Unidos
da América), em conjunto com o “International Standards
Organization” (ISO 14729, Estados Unidos da América), t€ém
padrdes rigorosos para a aprovacdo da efetividade das solu-
coes de desinfeccdo para LCU7'®. Os testes desenvolvidos
pelo ISO 14729 avaliam a interacdo direta da solu¢cdo com o
microrganismo, sem intermédio das LC. Depois de cumpridas e
validadas as etapas pré-estabelecidas, ¢ comprovada a efeti-
vidade do produto!?.

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, a agdo antimi-
crobiana das solu¢des multiuso em LC hidrofilicas, contami-
nadas com Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epider-
midis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Can-
dida albicans.

METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia
do Servico de Controle de Infeccdo Hospitalar (SCIH) da
Disciplina de Microbiologia do Departamento de Ciéncias
Patolégicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa
de Misericérdia de Sao Paulo (FCMSCSP) no periodo de
junho a julho de 2007. Este estudo foi aprovado pelo comité
de ensino do SCIH e comissao cientifica do Departamento de
Oftalmologia.

Microrganismos estudados

Foram selecionadas cepas com perfil microbiolégico co-
nhecido, padronizadas pela “American Type Culture Collec-
tion” (ATCC) de Pseudomonas aeruginosa (ATCC27583),
Staphylococcus epidermidis (ATCC1226), Klebsiella pneu-
moniae (ATCC13883), Staphylococcus aureus (ATCC25923)
e Candida albicans (ATCC10231).

Meios de cultura

- Placas com agar Miieller-Hinton de 150 mm de didmetro
para todos 0s microrganismos.

- Placas de dgar sangue para cultura das solu¢des desinfe-
tantes.

LC e solucoes multiuso

Foram utilizadas 200 LC hidrofilicas (Hilofilcon B, com 59%
de composicdo hidrica, de uso programado) (Optilens, Bausch
& Lomb) e duas solug¢des multiuso disponiveis no mercado,
denominadas Solugdo A, contendo Polyquad (poliquaterna-
rio-1 a 0,001%) e Aldox (miristamidopropil dimetilamina a
0,0005%) e Solucao B contendo Dymed (poliaminopropil bi-
guanida a 0,0001%) (Tabela 1).

As solugdes foram testadas de acordo com as instrugdes
dos fabricantes. O periodo minimo de permanéncia no estojo
para desinfec¢@o da soluc@o A é de 4 horas e da solugdo B € de
6 horas.

Tabela 1. Distribuicao do nimero de lentes de contato contaminadas
para cada microrganismo estudado, utilizando as solugdes A e B

Microrganismos Solugcao A Solucao B
Polyquad + Aldox Dymed
Pseudomonas aeruginosa 20 20
Staphylococcus epidermidis 20 20
Klebsiella pneumoniae 20 20
Staphylococcus aureus 20 20
Candida albicans 20 20
Total 100 100

Fonte: Laboratério de Microbiologia do Servigo de Controle de Infecgao
Hospitalar (SCIH) da Disciplina de Microbiologia do Departamento de Ciéncias
Patoldgicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Misericordia
de S&o Paulo (FCMSCSP), no periodo de junho a julho de 2007.

Polyquad®= poliquaternario-1a0,001%; Aldox®= miristamidopropil dimetilamina
a0,0005%; Dymed®= (poliaminopropil biguanida a 0,0001%)

Arq Bras Oftalmol. 2009;72(5):626-30
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Preparacdo do caldo para cultura

As bactérias selecionadas foram descongeladas, semeadas
em placas de dgar sangue e incubadas em caldo glicosilado por
24 horas, sob a temperatura de 35 + 2°C. Apdés esse periodo,
foram inoculadas em caldo nutriente “Brain Heart Infusion”
(BHI), até a obtencdo de 1,5 x 10® unidades formadoras de co-
l6nias de bactérias por centimetro ciibico (UFC/cm3), o que
corresponde ao padrio de turvacdo de 0,5 de Mc Farland®.

Contaminagdo das LC

Para cada bactéria, foram preparados 60 cc do caldo, distri-
buidos em dois frascos estéreis com 20 LC em cada frasco.
Ap6s 2 horas, as LC foram retiradas do frasco com pinga estéril
e semeadas na placa de Miieller-Hinton (S1). Todas as semea-
duras realizadas neste estudo foram em forma de “in print”,
que consiste no contato das superficies anterior e posterior da
LC com a superficie da placa.

Grupo controle

A primeira semadura (S1) foi realizada apds a contamina-
¢do das LC e usada como controle positivo, ou seja, com a
presenga de bactérias na placa.

Semeadura dos microrganismos da LC contaminada

Ap6s S1, foi realizado o enxdgue de 20 LC com a solugdo A,
com luva estéril, durante 5 segundos. Dez LC de cada frasco
foram enxaguadas com fric¢do e 10 LC sem friccdo. A seguir,
foi realizada a segunda semeadura (S2). Todas as LC foram
acondicionadas em estojos proprios, contendo a mesma solu-
¢do com que foram enxaguadas, e os estojos foram mantidos
fechados durante o periodo minimo de permanéncia indicado
pelo fabricante em temperatura ambiente (+25°C). O mesmo
processo foi realizado para a solugdo B.

Ap6s o periodo minimo, as LC foram retiradas dos estojos
com pinca estéril e semeadas novamente (S3). Em seguida, as
LC foram enxaguadas por 5 segundos, com as respectivas solu-
¢oes, mantendo-se o padrao anterior, e realizada a quarta se-
meadura (S4).

As solucdes contidas nos estojos com as LC contamina-
das foram semeadas em placas de dgar sangue para controle
do crescimento bacteriano.

Todas as placas foram fechadas e incubadas em estufa por
24 horas a temperatura de 35 = 2°C.

Leitura dos resultados

A leitura das placas contendo Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae e Sta-
phylococcus aureus foi realizada apds 24 horas. As placas
negativas foram incubadas por mais 24 horas, totalizando 48
horas.

A leitura das placas contendo Candida albicans foi reali-
zada ap0Os 96 horas.

Todos os resultados foram interpretados pelo método da
técnica de comparacao visual, que avalia o nimero de unida-
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des formadoras de coldnias dos microrganismos. A interpreta-
¢do foi realizada por trés examinadoras, minimizando os erros
o (variagdo individual) e B (contaminagio ou defeito do meio
de cultura).

RESULTADOS

Houve reducdo de 90% de Staphylococcus aureus, Sta-
phylococcus epidermidis, Candida albicans e Pseudomonas
aeruginosa em S4 (Figura 1A). Ndo houve crescimento de
Klebsiella pneumoniae em S3 e S4 (Figura 1B).

S1=semeaduraapods contaminacao das LC (grupo controle); S2=semeadura
apos o primeiro enxague da LC; S3= semeadura apés o periodo minimo
de permanéncia nos estojos; S4- semeadura apos o segundo enxague

Fonte: Laboratério de Microbiologia do Servigo de Controle de Infecgdo
Hospitalar (SCIH) da Disciplina de Microbiologia do Departamento de Ciéncias
Patolégicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Misericérdia
de Sao Paulo (FCMSCSP), no periodo de junho a julho de 2007

Figura 1 - A) Placa de Mueller Hinton contendo Pseudomonas aeru-

ginosa, mostrando reducao de 90% em S4; B) Placa de Mieller Hinton

mostrando que nao houve crescimento de Klebsiella pneumoniae em
S3 e S4
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A porcentagem de reducdo dos microrganismos apos a la-
vagem com as solugdes A e B pode ser observada no quadro 1.

Naio foi observado crescimento de nenhum microrganis-
mo nas placas dgar sangue contendo as solucdes A e B dos
estojos.

DISCUSSAO

O presente estudo mostrou 90% de reducao do crescimen-
to de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Sta-
phylococcus epidermidis e Candida albicans no S4 compara-
do com controle (S1). Klebsiella pneumoniae foi a inica bac-
téria que ndo teve crescimento logo apds o periodo minimo de
permanéncia estabelecida pelo fabricante (S3 e S4). Provavel-
mente, o fato da Klebsiella pneumoniae ser incapaz de aderir-
se ao plastico contribua para o resultado encontrado®".

A cultura das solucdes em contato com a LC contaminada
dentro do estojo ap6s o periodo minimo de permanéncia niao
apresentou crescimento microbiano, confirmando a efetivida-
de da solugdo contra os microrganismos e mostrando que nao
houve contaminag@o.

Confronta-se o fato de ter-se obtido crescimento bacteria-
no e fingico nas LC hidrofilicas (exce¢ao Klebsiella pneumo-
niae), embora reduzido, e ndo nas solugdes apds o contato
com as LC contaminadas. Uma explicag¢do plausivel seria a
aderéncia das bactérias nas LC?**¥. Este fato é refor¢ado pela
observacdo de que a Klebsiella pneumoniae (a Uinica bactéria
que teve seu crescimento totalmente inibido no S3 e S4) ndo se
adere ao pldstico e, portanto, a LC (diferente dos outros mi-
crorganismos testados)®@V.

Este estudo realizou-se a partir de uma quantidade de
microrganismos que € encontrada em contaminacio de esto-
jos e LC, sendo essa quantidade maior do que as ultilizadas
nos outros estudos. O ISO 14729 parte de concentragcdo 100
vezes menor do que a realizada neste estudo"®. Porém, um
outro estudo mostrou que 95% das LC em uso estdo contamina-
das®. Aponta-se o fato de que niveis de contaminag¢do mi-
crobiana igual ou maior que 10® UFC/ml sdo comuns em estojos
de LC usados e que essa colonizacdo influencia a contaminacao
das LC®, Por isso, optou-se por maior quantidade de micror-
ganismos, pois mimetiza um ambiente mais fidedigno.

A formacdo do biofilme, que é definido como comunidade
estruturada de microrganismos aderidos a uma superficie inerte

(abidtica) ou viva (bidtica), embebida em matriz de exopo-
lissacarideos, talvez seja a explicacdo para a colonizagao des-
sas bactérias nas LC, contribuindo para sua sobrevivéncia®®.
A colonizacio facilita a aderéncia e permanéncia dos micror-
ganismos na superficie da LC, o que predispde a infeccao,
principalmente em usuérios de LC de uso prolongado®:1027,

Com relagdo ao biofilme, estudos mostraram que a sua for-
macdo nos estojos para LC influencia a contaminagdo e nova
formacéo de biofilme nas LC®?. O biofilme é mais resistente
aos agentes antimicrobianos, dificultando a completa remo-
¢do dos microrganismos, como foi observado neste trabalho.

Os microrganismos se aderem melhor em superficies hi-
drofébicas do que em superficies hidrofilicas®>2?. A presen-
ca de macromoléculas no filme lacrimal age sobre a superficie
das LC, deixando-a mais hidrofilica. Dessa forma, o ambiente
fica mais indspito para os microrganismos, dificultando sua
colonizac¢@o. Nosso trabalho fez uso de LC hidrofilicas com
59% de contetdo hidrico, o que talvez tenha contribuido para
a grande reducdo dos microrganismos nas LC.

Com relagdo aos métodos de fric¢do ou ndo fricgdo da
lente, ndo se observou diferenca. Porém, o método de friccao
pode causar microlesdes nas LC, facilitando a aderéncia dos
microrganismos e consequente formagédo de biofilme®**, Em
contrapartida, sabe-se que a remog¢do mecanica é mais eficaz
para a limpeza de superficies. Esse conflito demanda mais
estudos para averiguar qual método deve ser adotado.

Este estudo mostra reducdo de 90% dos microrganismos
presentes nas LC contaminadas com Pseudomonas aerugi-
nosa, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus e
Candida albicans, ap6s o uso correto das solugdes. Resta
enfatizar que usudrios de LC devem ser alertados para o fato
que, mesmo fazendo os procedimentos de rotina até agora
estabelecidos, poderdo estar sujeitos a presenca dos micror-
ganismos Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epider-
midis, Staphylococcus aureus ¢ Candida albicans nas LC. Se
a quantidade de microrganismos remanescentes nas LC for
suficiente para causar infec¢do, a concepcdo dos métodos de
desinfeccéo deveria ser revisada®?.

CONCLUSAO

A avaliagdo da ac@o antimicrobiana das solug¢des desin-
fetantes compostas de poliquaternario-1 a 0,001% e mirista-

S2 30% 30%
S3 80% 80%
S4 90% 90%

nos estojos; S4= semeadura apds o segundo enxague

Quadro 1. Porcentagem de reducao dos microrganismos de S2, S3 e S4 quando comparada com o controle S1, utilizando as solucées A e B

Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis Candida albicans Pseudomonas aeruginosa Klebsiella pneumoniae

40% 40% 40%
80% 80% 100%
90% 90% 100%

Fonte: Laboratério de Microbiologia de Controle de Infecgdo Hospitalar (S.C.1.H.) da Disciplina de Microbiologia do Departamento de Ciéncias Patolégicas da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo (F.C.M.S.C.S.P), no periodo de junho a julho de 2007

S1=semeadura apés contaminagéo das LC (grupo controle); S2= semeadura apds o primeiro enxague da LC; S3= semeadura apés o periodo minimo de permanéncia

Arq Bras Oftalmol. 2009;72(5):626-30
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midopropil dimetilamina a 0,0005% e de poliaminopropil bi-
guanida a 0,001% mostrou reducdo de 90% do nimero de
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Sta-
phylococcus aureus e Candida albicans nas LC hidrofilicas
contaminadas.

No caso da Klebsiella pneumoniae, a reducao foi de 100%.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the efficacy of disinfecting solutions in
hydrophilic contact lenses (CL). Methods: Two multi-use so-
lutions denominated solution A (0.001% polyquaternium-1
and 0.0005% myristamidopropyl dimethylamine) and solution
B (0.0001% polyaminopropyl biguanide) were used. The solu-
tions were tested in hydrophilic contact lenses infected with
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27583), Staphylococcus epi-
dermidis (ATCC1226), Klebsiella pneumoniae (ATCC13883),
Staphylococcus aureus (ATCC25923) and Candida albicans
(ATCC 10231) and the decrease in microorganisms growth
after the hydrophilic contact lenses were cleaned with the
respective solutions was verified. The manufacture’s instruc-
tions were followed. Results: A decrease of 90% of Pseu-
domonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Staphy-
lococcus aureus, Candida albicans and a decrease 100% of
Klebsiella pneumoniae was observed. Conclusion: The solu-
tions decreased the amount of microorganisms tested.

Keywords: Contact lenses, hydrophilic/adverse effects; Con-
juctiva/microbiology; Solutions; Pseudomonas aeruginosal
isolation & purification; Staphylococcus epidermidis/isolation
& purification; Stapylococcus aureus/isolation & purification;
Klebsiella pneumoniaelisolation & purification; Candida al-
bicans/isolation & purification; Disinfection; Keratitis/etiology
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