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ESTUDO DA FREQUENCIA DE Acanthamoeba E BACTERIAS EM
BIOFILME E LIQUIDO DE CONSERVACAO DE ESTOJOS DE LENTE DE
CONTATO?.

Autor: Claiton José Pens
Orientadora: Marilise Brittes Rott
Co-orientadora: Profa. Dra. Marisa da Costa

RESUMO

A popularizagédo das lentes de contato possibilitou um aumento na incidéncia
de infecgbes oculares causadas por diversos microrganismos. Os estojos de
lentes de contato compartilham a microbiota do meio ambiente corporal e a
ocular, podendo conter biofilmes. O presente trabalho objetivou avaliar a
presenca de bactérias e Acanthamoeba spp. no biofime e liquido de
conservagao de lentes de contato. Oitenta e um voluntarios requisitados no
setor de oftalmologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e no Campus
Central da UFRGS, responderam um questionario com 17 perguntas e
forneceram o estojo de lentes de contato. O material foi coletado entre julho de
2006 e fevereiro de 2007. As amostras foram inoculadas em duplicata em agar
sangue, para isolamento de bactérias e agar nao-nutriente 1,5% com uma
sobrecamada de Escherichia coli, para isolamento de Acanthamoeba spp.
Apos o isolamento, obteve-se uma contagem bacteriana que variou de zero a
3x10° unidades formadoras de coldnia (UFC/mL). Foram identificados 51
géneros compostos por 10 espécies de bastonetes Gram-negativos, 11
espécies de bastonetes Gram-positivos, 11 de cocos Gram-positivos e. 19
espécies de cocobastonetes Gram positivos. Das 81 amostras analisadas, 7
(8,6%) foram positivas para Acanthamoeba spp. e o isolamento apresentou
correlagcdo com o maior numero de UFC/mL. O género Acanthamoeba foi
confirmado pela amplificagdo do DNA utilizando oligonucleotideos iniciadores
especificos para o género. Usuarios de lentes de contato mais jovens,
apresentaram maior contaminagdo em seus estojos.

1Disserta(;éo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente. Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, RS, Brasil. (84p.) Abril, 2008.
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STUDY OF FREQUENCY OF Acanthamoeba AND BACTERIA IN BIOFILM
AND LIQUID OF CONTACT LENS CASE!’

Author: Claiton José Pens
Supervisor: Marilise Brittes Rott
Co-Supervisor: Marisa da Costa

ABSTRACT

The popularization of contact lenses allowed an increase in the incidence of eye
infections caused by various microorganisms. The cases of contact lenses
share the microbiota of the body and eye environment and may contain
biofims. This study aimed to evaluate the presence of bacteria and
Acanthamoeba spp. in biofilm and preservative liquid of contact lenses. Eighty
one volunteer requested in the division of ophthalmology of the Hospital de
Clinicas in Porto Alegre and the Central Campus of the Federal University of
Rio Grande do Sul, answered a questionnaire with 17 questions and provided
the case of contact lenses. The material was collected between July 2006 and
February 2007. The samples were inoculated in duplicate on blood agar, for
isolation of bacteria and non-nutrient agar 1.5% with the addition of heat-killed
Escherichia coli for isolation of Acanthamoeba spp. After isolation, the bacterial
number ranged from zero to 3x10° colony forming units (CFU)/mL. Fifty one
isolate of bacteria were identified including by 10 species of Gram-negative
bacilli, 11 species of Gram-positive bacilli, 11 species of Gram-positive cocci
and 19 species of Gram-positive coccobacilli. Of the 81 samples analyzed, 7
(8.6%) were positive for Acanthamoeba spp and the isolation slowed correlation
with the largest number of CFU/mL. The genus Acanthamoeba was confirmed
by DNA amplification using primers specific to the genus. Younger users of
contact lenses presented greater contamination in its contact lens case.

' Master of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (84p.) April,
2008.
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1. INTRODUCAO

Durante a década de 80 os avangos nas pesquisas oftalmolégicas e
a tecnologia de materiais permitiram a popularizagao das lentes de contato,
proporcionando corregdes de visdo, que antes ndo eram possiveis com a
utilizacdo de 6culos, como a ceratocone, por exemplo. Assim, o uso das lentes
de contato, principalmente as lentes flexiveis e de uso prolongado tornou-se
mais frequente, havendo um aumento proporcional do numero de casos de
inflamacdes oculares.

O manuseio incorreto das lentes de contato e dos produtos
envolvidos em sua manutencdo serve como fonte de microrganismos
oportunistas como Acanthamoeba spp. e Pseudomonas aeruginosa.

Os olhos possuem um micro-habitat, formado pelo saco conjuntival
com uma microbiota peculiar, apresentando um grande numero de
microrganismos oportunistas. Infec¢des oculares geralmente resultam de
desequilibrios como a baixa de imunidade, lesdo na integridade dos tecidos,
uso de antimicrobianos ou a introdugéo de algum patégeno capaz de superar

todas as defesas naturais e estabelecer-se.



Os olhos possuem uma microbiota equilibrada e bastante especifica
constituida principalmente por bactérias como Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Neisseria meningitidis.
Essas trés ultimas espécies sado freqientemente encontradas em infecgdes
oculares, embora fazendo parte da microbiota. Os biofilmes, presentes nas
lentes de contato, provocam desconforto e podem causar inflamagbes por
trauma ou proporcionar a instalagdo de um processo infeccioso. A infecgao
corneal € a mais séria complicagdo que pode ocorrer em usuarios de lentes de
contato, tanto das lentes corretivas da visdo como das cosméticas.

Entre as infec¢des oculares, a ceratite por Acanthamoeba spp. tem
mostrado um aumento significativo principalmente entre usuarios de lentes de
contato. A infecgdo caracteriza-se por dor, fotofobia, diminuicdo da visao,
lacrimejamento e edemas. Em avaliagcbes biomicroscépicas observa-se
infiltrados estromais, defeitos no epitélio da cérnea e raramente esclerite.

A Acanthamoeba spp. € uma ameba de vida livre (AVL) amplamente
distribuida no ambiente. No olho seu crescimento encontra-se facilitado pela
presenca da microbiota natural, fonte de alimento para este protozoario.

Inicialmente, a ocorréncia da ceratite acantamebiana estava
relacionada com traumatismos oculares. Atualmente, estudos demonstram que
mais de 90% dos casos ocorrem em usuarios de lentes de contato, sendo o
uso inadequado das lentes o principal fator predisponente.

O estojo de lentes de contato € o local onde as lentes sao
acondicionadas quando nao estdo em uso e sao frequentemente contaminados

por microrganismos colonizadores primarios, presentes na solugéo de limpeza,



nas lentes de contato, maos e ar, formando o biofilme e sujeitando as lentes de
contato a um processo continuo de contaminagao.

As infeccbes oculares alteram a integridade do olho e produzem
uma significativa destruicdo tecidual, que pode culminar na perda da viséo e
até na enucleagcdo. Esses problemas necessitam de um diagndstico e uma
terapia apropriados para melhorar o prognostico, principalmente no caso das
ceratites e endoftalmites. Conhecer os microrganismos causadores do
processo e progressdao da doenca, bem como o estabelecimento de um
tratamento coerente e eficaz influenciam a evolugao e o prognéstico. A ceratite
por Acanthamoeba spp., em especial, € de dificil tratamento devido as
caracteristicas biologicas do protozoario, sendo o diagndstico precoce
essencial para evitar tratamentos mais agressivos.

A proposta deste trabalho é conhecer os microrganismos presentes
em estojos de lentes de contato de usuarios assintomaticos, bem como avaliar
os riscos de contaminagdo aos quais 0s usuarios estdo expostos, dada a

relevancia das infecgdes oculares.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Lentes de contato

As lentes, em geral, possuem a mesma fung¢ado corretiva dos 6culos
convencionais, porém elas sdo mais leves e invisiveis sobre a cornea, podendo
ser lentes corretivas, cosméticas ou terapéuticas. Algumas condi¢des
oftalmoldgicas como a ceratocone podem nao ser precisamente corrigida com
0 uso de 6culos, fazendo-se necessaria a utilizagao de lentes de contato (Dixie,
1998)

Estima-se que cerca de 125 milhdes de pessoas no mundo usem
lentes de contato (2% da populagdo mundial). Os tipos de lentes utilizadas e
prescritas variam consideravelmente entre os paises. As lentes de contato
rigidas representam cerca de 20% das lentes prescritas no Japao, Holanda e
Alemanha, porém representam menos de 5% das prescritas na Escandinavia,
por exemplo (Dixie, 1998; Efron, 2002).

As primeiras lentes de contato foram produzidas na Alemanha em

1887 e, desde o inicio, procuraram-se materiais mais eficientes na sua



producao. Na década de 30 foi desenvolvido o polimetiimetacrilamida que foi
aperfeicoado até a década de 80, melhorando a qualidade das lentes e
diminuindo os custos de produgédo, permitindo assim a sua popularizagao. Na
década de 90 foi desenvolvido o hidrogel (lente gelatinosa), que facilita as
trocas gasosas entre a conjuntiva e o meio ambiente (Dart, 1990; Larkin et al.,
1990).

Com a popularizagdao do uso das lentes de contato, principalmente
as flexiveis e de uso prolongado, houve um aumento proporcional do numero
de casos de inflamagdes oculares. Isto porque o manuseio do estojo e dos
produtos envolvidos com sua manutencdo serve como veiculo para
microrganismos oportunistas, como Acanthamoeba spp. e Pseudomonas
aeruginosa (Limberg, 1991). Usuarios de lentes de contato estdo 80 vezes
mais sujeitos as infecgdes causadas por Acanthamoeba spp. do que pessoas
que nao as utilizam (Poggio et al., 1989).

Atualmente existe uma variedade de lentes de contato disponiveis
no mercado, ficando a critério do especialista a sua prescricdo. Os tipos sao
classificados conforme o material que elas sdo construidas: rigidas, gelatinosas
de uso diario e de uso continuo. As gelatinosas de uso continuo podem ser
utilizadas inclusive para dormir, caso o usuario esteja bem adaptado (Swarbrick

et al., 2001).

2.2. O estojo das lentes de contatos
O estojo (figura 1), onde habitualmente s&do acondicionados as

lentes de contato retém residuos com o tempo e poderao constituir a origem da



contaminagao das lentes. Este estojo encontra-se permanentemente banhado
pela solucdo de conservacdo, na qual as lentes ficam imersas. Caso a
manipulacéo, seja inadequada ocorre um processo de contaminagao continua
formando biofilmes, tanto no estojo como nas lentes de contato. A origem a
contaminagao pode ser a solucédo de limpeza, as lentes ou as proprias maos,

contaminados com microrganismos (Davey & O’'Toole, 2000; Kyaw, 2006).

FIGURA 1. Estojo de lente de contato.

2.3. Olhos

Os olhos sao orgaos receptores altamente complexos, que fazem
parte do sistema sensorial. S0 encarregados de captar estimulos luminosos
para que o sistema nervoso possa exercer sua fungdo integradora e
coordenativa (Dangelo & Fattini, 2004). Possuem um sistema complexo de
protecdo, formado pelos supercilios, cilios, palpebras e glandulas lacrimais.
Internamente as palpebras possuem uma membrana muito fina que também
reveste a cornea e esta disposta em forma de saco. A conjuntiva (figura 2), por
sua vez esta intimamente relacionada com o sistema linfatico, constituindo-se
também em uma barreira mecanica e bioldgica contra microrganismos (Knop &

Knop, 2000). A lagrima, que banha a conjuntiva, contém enzimas como



lisozima, lactoferrina e betalisina, que atuam como anti-sépticos naturais

(Limberg, 1991).

EPITELIO CORNEANO
E MEMBRANA DE BOWMAN

CONJUNTIVA

/ ‘  ESCLEROTICA
b CRISTALINO

" RETINA

FIGURA 2. Desenho esquematico de corte
transversal demonstrando as principais estruturas
do olho.

Fonte: Adaptado de Hamilton (1982).

A cornea é a parte anterior transparente e protetora do olho que fica
localizada na regido polar anterior do globo ocular. A cérnea e o cristalino tém a
funcao de focar a luz através da pupila para a retina, como se fosse uma lente
fixa. S&o as lagrimas que mantém a cornea umida e saudavel. Sua estrutura é
avascularizada e sua inervacao € desprovida de bainha de mielina, o que

garante sua total transparéncia (Smolin, 1987; Dangelo & Fattini, 2004).



A conjuntiva € a camada superficial da cérnea e compde-se de
quatro a seis camadas de células do tipo epitélio escamoso estratificado, nao
sendo queratinizado. Enquanto as células mais superficiais (mais antigas)
comegam a descamar, outras células novas vao tomando a forma estratificada.
O epitélio apresenta-se com uma superficie lisa e brilhante, assegurando a
capacidade refrativa. Funciona como um bloqueio contra perda de liquidos e
evita a penetracdo de microrganismos (Hamilton, 1982; Dangelo & Fattini,
2004).

A camada seguinte ao epitélio € a membrana de Bowman, a qual &
formada de células do epitélio basal, da lamina basal e de fibras do estroma
anterior. A sua espessura varia de 8 a 12 ym e é formada por fibras de
colageno e proteoglicanos, tendo o poder de se regenerar uma vez lesionada.
Sua fungao baseia-se em manter a integridade e a organizagao epitelial e
manter o epitélio separado do estroma. Profundamente ao estroma e
revestindo a superficie estromal se encontra a membrana Descemet. Esta
membrana esta sob grande pressao intra-ocular e quando seccionada se retrai
ndo se regenerando apos lesdo. Quando ocorre perda de células endoteliais,
aquelas células que sobraram deslocam-se na diregao da area lesionada para
preencher esse espacgo, aumentando seu tamanho (polimegatismo) e sua
forma (pleomorfismo). Todo esse mecanismo é responsavel pelo reparo do
endotélio, sendo a mitose nas células endoteliais adultas lenta e escassa. E
imprescindivel enfatizar que o endotélio € de suma importancia para manter a
transparéncia e organizagdo das camadas da cornea (Hamilton, 1982; Knop &

Knop, 2000).



Alguns microrganismos, como a Acanthamoeba spp. podem invadir
os tecidos e se estabelecer no estroma, que € o interior da cornea causando
graves infecgdes que podem culminar com a enucleagao do globo ocular (Khan

2002).

2.4. Microbiota ocular e patologias

Os olhos possuem uma microbiota equilibrada e bastante especifica.
A composicdo da comunidade microbiana tem inicio ao nascer, quando os
olhos sao rapidamente colonizados por varios microrganismos, que se mantém
até a fase adulta com algumas modificagdes na composicdo (Kaufman et al.,

2000).

2.4.1. Bactérias

A microbiota bacteriana do individuo adulto é constituida
principalmente  por  bactérias como  Staphylococcus  epirdermidis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa € Neisseria meningitidis. O
processo infeccioso ocorre quando algum fator modifica as condi¢des normais
do olho, podendo ser quimico como a adicdo de medicamentos ou fisico como
atritos causados pela colocacao de lentes de contato. O dano causado pelos
microrganismos esta relacionado com a capacidade deles produzirem fatores
agressivos as células (Limberg, 1991).

Cerca de 90% dos casos de ceratites bacterianas séo causadas por

organismos incluidos nos grupos, Micrococcaceae, Pseudomonaceae e

Enterobacteriaceae. Os organismos mais comumente encontrados causando



10

infeccdo sao Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp. e

Proteus sp. (Vieira et al.,1999; Kaufman et al., 2000).

2.4.2. Ceratite bacteriana

O uso de lentes de contato representa ser o principal fator de risco
para o desenvolvimento de ceratite bacteriana. Calcula-se um aumento de 10 a
15 vezes no risco de ceratite infecciosa pelo habito de dormir com as lentes de
contato quando comparado com o uso diurno (Stein et al.,1995). A bactéria
Pseudomonas aeruginosa € o microrganismo isolado com maior freqtiéncia em
ceratites bacterianas em usuarios de lentes de contato hidrofilicas (gelatinosas)
(Stein et al.,1995; Liesegang, 1997).

Nos Estados Unidos, a incidéncia anual média estimada de ceratite
€ de 21 por 10.000 usuarios para uso diario de lente de contato gelatinosa
(Poggio et al.,1989). Esta média é semelhante na Suica, Escocia e paises
baixos (Nilsson & Montan, 1994; Cheng et al., 1999; Seal et al., 1999),

Os biofilmes, além de provocarem desconforto e turvagao visual
podem ocasionar irritagao local, facilitar a aderéncia de microrganismos e levar
a infeccao (Liesegang, 1997). Pseudomonas aeruginosa € especialmente
capaz de aderir-se a superficie da lente, principalmente na presenca de
biofilmes. A hipoxia durante o fechamento palpebral (durante o sono) resulta
em comprometimento da barreira epitelial, permitindo a adesao e subsequente

invasao por microrganismos (Aswad et al.,1989).



11

2.4.3. Acanthamoeba spp.

A Acanthamoeba spp. € um protozoario pertencente ao filo
Sarcomastigophora e subfilo Sarcodina (figura 3). Sdo amebas de vida livre
(AVL) ubiquitarias, presentes no solo, fontes naturais de agua, rios, lagos, agua
de torneira, reservatérios, solugdes de lentes de contato, piscinas, agua

salinizada e ar (Hargrave et al.,1999; Marciano-Cabral & Cabral, 2003).

Reino Protista

Sub-Reino Protozoa

Filo Sarcomastigophora

Sub-Filo Sarctdina

Super-Classe Rhizgpoda

Classe Lobtsea

Sub-Classe - Gymn:moebia \

Ordem o Amoebida Schizopyrenida

Familia Entamoebidae Hartmannellidae Acanthamoebidae Vahlkampfiidae
(Género Enta#noeba Ha:fmagneﬂa Acanthafﬁoeba Ba.'}muthfa Naed{en'a Vahfkémpﬁa

FIGURA 3. Classificagao taxondmica de amebas de vida livre.
Fonte: Adaptado de Corliss (1988).

Este protozoario possui duas formas bioldgicas: o trofozoito que é a
forma vegetativa da célula e o cisto que é a forma de resisténcia (figura 4). Os
trofozoitos variam de 25 a 45 ym de diametro e apresentam uma caracteristica
marcante do género que sdo os acantopodios, projecoes da membrana celular,
os cistos possuem dupla camada e medem em média 19 pm de didametro (Neff

et al.,1969).
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A significancia ecoldégica de Acanthamoeba spp. esta na participacao
no ciclo dos nutrientes, fagocitando bactérias, fungos, outros protozoarios,
matéria organica em decomposicdo e pinocitando particulas liquidas. Este
protozoario tem sido descrito como um patégeno oportunista, ndo necessitando
de um hospedeiro para seu ciclo de vida (Hargrave et al.,1999; Niederkorn et

al.,1999).

FIGURA 4. Morfologia celular de Acanthamoeba spp. (a) trofozoitica; (b)

cistica; VC-vacuolo contratil, VD-vacuolo digestivo, A-acantopédio, EC-

ectocisto e ED-endocisto (400X). Barra em (a) 15 um em (b) 20 um. Fonte:
Laboratério de Parasitologia — Departamento de Microbiologia/lUFRGS.

Em condicbes adversas como desidratacao, falta de nutrientes ou a

presenca de substancias toxicas, os trofozoitos formam cistos resistentes as

agressbes ambientais e podem permanecer viaveis no meio ambiente até

encontrar condi¢gdes favoraveis para retornar a forma de trofozoito. O maior

tempo de viabilidade ja observado foi de 20 anos (lllingworth & Cook.,1998).

2.4.3.1. Classificacdo de Acanthamoeba spp.
A classificacédo taxondmica é controversa devido ao desequilibrio

causado pela supressdo de recombinagdo causada pela reprodugao
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assexuada. Este tipo de reprodugdo faz com que ocorra diferenciacado
genotipica e fenotipica em uma mesma espécie, originando polimorfismo
(Futuyma, 1992). Muitos autores tém proposto diferentes metodologias para
sua identificacao.

Pussard e Pons (1977) propuseram a classificacdo baseada na
morfologia dos cistos (figura 5), classificando Acanthamoeba spp. em trés
grupos. Page (1988), utilizando os critérios morfolégicos sugeridos por Pussard
e Pons, juntamente com o comportamento do trofozoito em diferentes
temperaturas e tipo de locomogdo criou uma chave dicotbmica para
identificacdo das AVL, sendo que nesta classificagdo estdo alocadas 22

especies.

FIGURA 5. Morfologia cistica de Acanthamoeba spp. a - Grupo |
com aparéncia estrelado, b- Grupo Il com aparéncia poligonal e c-
Grupo Il com aparéncia circular. Fonte: Adaptado de Page (1988).

Grupo | — Cistos relativamente grandes, com endocisto estrelado e ectocisto
liso e esférico.
Grupo Il — Endocisto levemente estrelado e poligonal com o ectocisto irregular

OU rugoso.
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Grupo lll — Endocisto arredondado ou fracamente angular e o ectocisto fino e
liso ou fracamente franzido

Nos ultimos anos a classificagdo morfologica deu lugar ao uso de
técnicas moleculares, muitas vezes com o abandono de hipdteses sobre as
relacbes filogenéticas e o reconhecimento de novas espécies. Esta
metodologia, baseia-se principalmente na comparagdo da sequéncia
conservada dos genes das subunidades 16S e 18S do rDNA. Por este método
0 género Acanthamoeba esta dividido em 16 diferentes gendtipos, que estédo
relacionados com a viruléncia da ameba, sendo classificados em T1,T2a e T2b,

T3 a T15 (Gast, 2001; Schuster & Visvesvara, 2004).

2.4.3.2. Termotolerancia de Acanthamoeba spp.

A termotolerancia € um dos fatores de viruléncia presentes em
algumas cepas de Acanthamoeba spp. (Walochnik et al.,, 2000; Khan et al.,
2001, 2002; De Jonckheere, 2003). Apesar do mecanismo de adaptacao
termotolerante nado estar bem definido, alguns estudos com cepas de
Acanthamoeba spp., isoladas de infeccbes, demonstraram que ha uma
correlagao entre a patogenicidade e termotolerancia. A termotolerancia € uma
caracteristica genotipica de algumas AVL que pode se expressar em um
hospedeiro, conferindo a elas a capacidade de permanecerem viaveis nos

mesmos (Odom et al., 1997; Shuster & Visvesvara 2004a).



15

2.4.4. Patologias causadas por Acanthamoeba spp.
Acanthamoeba spp. € um patégeno oportunista causador de ceratite

e encefalite, entre outras infec¢des (Schuster & Visvesvara, 2004).

2.4.4.1. Ceratite por Acanthamoeba spp.

A ceratite causada por Acanthamoeba spp. € uma infeccdo da
cérnea caracterizada por dor intensa, fotofobia, diminuicdo da visao,
lacrimejamentos e edemas. Em achados biomicroscopicos de limbite
observam-se infiltrados estromais, defeitos no epitélio da cérnea e raramente
esclerite (figura 6) (Marciano-Cabral & Cabral, 2003; Schuster & Visvesvara,

2004b).

FIGURA 6. Aspecto da ceratite amebiana. a) Anel infiltrado em estagio inicial;

(b) Anel de infiltrado em ceratite em estado avangado (5 meses depois do
inicio dos sintomas). Fonte: Cooke, (2008)

O primeiro diagndstico de ceratite por Acanthamoeba spp. em

humanos ocorreu em 1973 por Nagington e colaboradores (1974) na Inglaterra

e foi publicado no ano seguinte nos Estados Unidos (Nagington et al., 1974

apud lllingworth et al.,1998). No Brasil, Nosé e colaboradores (1988)

descreveram os primeiros casos.
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Inicialmente a ocorréncia da doenca estava relacionada com
traumatismos oculares, principalmente em areas rurais. Porém, estudos atuais
demonstram que mais de 90% dos casos ocorrem em usuarios de lentes de
contato. Os fatores que predispdbem a ceratite nos usuarios de lentes de
contato sdo o uso de solugdes ndo estéreis, banho de piscina usando lentes de
contato e desinfecgao inadequada das lentes apds o uso (Radford et al.,2002).

Apesar da ampla variabilidade de gendtipos, apenas os isolados dos
gendtipos T2, T3, T4, T6 e T11 tém sido associados com ceratite (Walochnik et
al., 2000; De Jonckeere, 2003). O gendtipo T4 apresenta a dominancia de 90%
nos casos de ceratite causadas por Acanthamoeba spp. Sete espécies tém
sido mais freqientemente associadas a infeccbes oculares: Acanthamoeba
castellanii (T4), A. lugdunensis (T4), A. polyphaga (T4), A. rhysodes (T4), A.
culbertsoni (T3), A. hatchetti (T11) A. griffini (T3) (Yu et al., 2004).

A presenca de endossimbiontes tem sido demonstrada em muitas
espécies de protozoarios. Os simbiontes podem ocorrer naturalmente ou
podem representar organismos fagocitados que se adaptaram ao ambiente
intracelular. Bactérias fagocitadas podem crescer e se reproduzir dentro de
protozoarios. Varios estudos tém especulado que a endossimbiose bacteriana
possa ser um fator de viruléncia potencial, pois a bactéria pode sair do
protozoario e provocar processos infecciosos (Szénasi et al., 1998).

A endossimbiose ocorre comumente entre membros da familia
Acanthamoebidae. O papel de tais bactérias na patogénese permanece
desconhecido, mas elas tém sido implicadas no desenvolvimento de ceratite

amebiana (Fritsche et al., 1993).
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a) Patofisiologia da ceratite amebiana

As Acanthamoeba spp. aderem-se as glicoproteinas manosiladas,
expostas em alguma lesdo do epitélio cérneo, através de uma adesina. O
contato com a manose induz o trofozoito a produzir uma protease
extremamente citotoxica e citolitica para o epitélio corneo, iniciando a invaséo
coérnea (Munoz et al., 1982; Huston, 2004).

Os trofozoitos penetram pela membrana de Bowman e invadem o
estroma. Em seguida a ameba produz varias proteases como: serino-protease,
cisteino-protease, elastase e metaloproteases (figura 7) (Hadas & Mazur, 1993;

Marciano-Cabral & Cabral, 2003).

[2]Destruicio tecidual
b [3] Rompimento da membrana de Bowman

FIGURA 7. Patofisiologia da ceratite amebiana. 1) Adesao; (2)
producdo de proteinase induzida por manose; (3)
Rompimento da membrana de Bowman e invasdo do
estroma; (4) Producédo de proteases; (5) Ataque aos nervos
coérneos; (6) Raramente evolui para endoftalmites. Fonte:
Adaptado de Clarke & Niederkorn (2006).
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A atividade das enzimas vai produzir a lesdo caracteristica da
infeccao: o infiltrado em forma de anel (He et al., 1990). A dor associada com a
ceratite amebiana € causada pela agdo das enzimas sobre o tecido nervoso da
cornea e dos tecidos adjacentes, que podem ser lisados ou induzidos a

apoptose (Pettit et al., 1996).

2.4.4.2. Encefalite amebiana granulomatosa

O nome da doenca se refere a formagao de granuloma, devido a
presenca do protozoario. Os mecanismos associados com a patologia nao
estdo muito claros, mas as complicagdes patofisioldgicas envolvem o sistema
nervoso central, onde ha a indugdo de uma resposta pro-inflamatéria, a partir
da invasao pela barreira hemato-encefalica e a ligacdo ao tecido, seguida de
lesdo neuronal (Khan, 2003; Schuster & Visvesvara, 2004).

E uma infeccdo considerada oportunista, que acomete o sistema
nervoso central de individuos imunodeprimidos. A invasdo pode ocorrer pela
pele (ulceracdes) ou pelo trato respiratério (neuroepitélio), seguindo entao por
via sangulinea até o sistema nervoso central (Martinez & Visvesvara, 1997)

A infeccao é considerada crbnica, podendo levar de semanas a
anos para que os sintomas clinicos aparegcam. Geralmente, o diagndstico so6 é
obtido apds a necropsia através da analise microscopica das formas
trofozoiticas no tecido cerebral, porém, a constatacdo de altos niveis de
anticorpos Acanthamoeba-especificos pode ajudar na confirmagao da suspeita

da infecgcdo. Além dessas analises, métodos baseados na reacdo em cadeia
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da polimerase (PCR) estdo sendo desenvolvidos para agilizar o diagndstico e

aumentar a chance de cura (Khan, 2003; Schuster & Visvesvara, 2004).

2.5. Biofilme

O conhecimento sobre as bactérias € baseado no estudo de cultura
pura, mas em seus habitats naturais varias espécies de microrganismos vivem
associadas formando comunidades ecolégicas, aderidas as superficies,
compondo um ecossistema estruturado e dindmico, denominado biofilme
(Ronner & Wong, 1993; Rickard, et al., 2002).

A formacdo de um biofilme ocorre em etapas distintas, sendo
influenciada por fatores que levardo a adesdo, como a disponibilidade e
concentracao de nutrientes, pH, temperatura, concentragao de eletrélitos, fluxo
de material e o tipo de superficie (Marshall, 1986). Uma ou mais bactérias, da
mesma espécie ou de espécies distintas, se aderem em uma superficie com
um habitat suscetivel, sintetizando uma matriz exopolissacaridica, que atua
como substrato para a aderéncia. As condigdbes do microambiente sao
modificadas pela col6nia, para que outras bactérias venham a se aderir,
resultando a sucessao colonial na formagdo de uma comunidade complexa
(Jenkinson & Lappin-Scott, 2001; Richard et al., 2003).

No estojo de lentes de contato os microrganismos presentes séo
oriundos das maos do usuario, das lentes de contato, da microbiota ocular ou
outro local onde a lente tenha tocado ou da solugdo de manutencao utilizada
para a limpeza da lente e estojo. Apds o estabelecimento do biofilme, as lentes

de contato sdo permanentemente colonizadas fornecendo para a
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Acanthamoeba spp. um nicho atrativo com nutrientes abundantes e resisténcia
a desinfetantes (Beattie et al., 2003). Estas condi¢cbes propiciam a permanéncia
da ameba na forma trofozoitica, que € a forma infectiva (Dudley et al., 2005;

Garate et al., 2006).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao de amostras

O presente estudo avaliou a microbiota bacteriana e a presenga ou
auséncia de amebas de vida livre, em estojos de lentes de contato. Os estojos
foram cedidos sob termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1) por
81 voluntarios: 37 alunos do Campus Central da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) e 44 pacientes do ambulatorio de oftalmologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Para a realizagdo da pesquisa o
projeto foi submetido & Comissdo de Etica do HCPA (processo numero
06290/2006).

A todos os voluntarios foi aplicado um questionario (ANEXO Il) com
questdes envolvendo: dados pessoais, tipo de lente de contato, procedimento
de higienizacao, tempo e forma de utilizagao, histérico clinico e terapéutico,
tratamentos e medicamentos utilizados durante alguma infeccdo. A partir
destas informagdes foi possivel verificar se em algum momento o paciente

apresentou qualquer patologia associada ao uso da lente.
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3.2. Cepas controle

Foram utilizadas as cepas: Acanthamoeba castelanii (ATCC 50492),
como controle positivo para a PCR, E. coli (ATCC 25922), para cultivo
monoxénico de Acanthamoeba spp., Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC 25922)

como cepas controle dos antibiogramas.

3.3. Processamento das amostras

Os estojos foram abertos em condi¢gdes assépticas e o biofilme
existente em seu interior foi removido utilizando um suabe. A suspenséao
formada pelo liquido de conservacgao e o biofilme removido era transferida para
um tubo de ensaio contendo 800 pL de solugéo salina 0,85%. O suabe,
juntamente com o liquido, foi agitado 10s a 180 rpm (vortex Phoenix AP 56)

obtendo-se uma suspensao.

3.3.1. Isolamento e identificacdo de bactérias

As suspensdes obtidas foram submetidas a sucessivas diluicdes
decimais, em salina, conforme método desenvolvido em testes pilotos, até
convencionarem-se as melhores diluicdes a serem utilizadas.

Uma aliquota de 100uL, da diluicdo 107" foi semeada, em duplicata,
por espalhamento em agar acrescido de 5% de sangue ovino, sendo as placas

incubadas a 37°C por até 48 horas, em aerobiose.
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Apos a incubagdo, era realizada a contagem de unidades
formadoras de col6nias (UFC) nas placas com crescimento bacteriano, seguida
do isolamento de cada tipo de colénia em agar triptose de soja (TSA).

A identificacdo bacteriana foi realizada conforme critérios
morfoldgicos e bioquimicos descritos por e MacFaddin (2000). Todas as cepas
isoladas foram congeladas em caldo infusdo de cérebro e coragédo, 15%

glicerol e conservadas a —20°C.

3.3.2. Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade das bactérias isoladas foi determinado
frente a varios agentes antimicrobianos através de testes de difusdo em agar,
conforme recomendagdes do “Clinical and Laboratory Standards Institute”
(CLSI, 2006).

Foram testados os seguintes antimicrobianos: acido nalidixico,
amoxacilina, cefalotina, cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina, gentamicina,

rifampicina, tetraciclina e vancomicina.

3.3.3. Isolamento e identificacdo de Acanthamoeba spp.

Para o isolamento de Acanthamoeba spp., o restante da suspensao
retirada dos estojos foi centrifugada a 250xg durante 10min. Uma aliquota de
100uL do sedimento foi inoculada no centro de uma placa de Petri com agar
nao-nutriente (1,5%) contendo uma sobre-camada de Escherichia coli (o cultivo
de E. coli foi feito em meio TSA por 24h, sendo inativadas a 56°C/2h antes da

utilizagao). Apds a inoculagdo do sedimento a placa foi fechada, selada com
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um filme plastico (Parafiim®) e incubada a 30°C por até 15 dias (De Carli,
2001).

Durante o periodo de incubagao as placas foram examinadas ao
microscopio 6ptico (100X) e avaliadas quanto a presenca de trofozoitos ou
cistos.

A identificacdo das amebas foi realizada de acordo com os critérios

morfoldgicos estabelecidos por Page (1988).

3.4. Exflagelacdo das amebas

Para a exclusao da espécie Naegleria fowleri, foi realizada em
triplicata a técnica de exflagelagdo dos microrganismos. Apds o crescimento de
trofozoitos nas placas de agar nao-nutriente (1,5%) a superficie do agar foi
gentilmente raspada e os protozoarios transferidos para garrafas de cultivo de
células (25 cm®) contendo 10 mL de agua destilada e incubadas a 37° C por
uma hora. As garrafas foram examinadas em microscopio invertido a cada 30
min durante 4 horas, para verificar a emissao de flagelos caracteristicos de N.
fowleri. As amostras negativas foram ainda observadas apés 24 h (De Carli,

2001; Silva & Rosa, 2001).

3.5. Axenizacao da cultura de Acanthamoeba spp.

Apos a visualizacdo das AVL nas placas, através da observagao
microscopica, subcultivos das amebas eram feitos, retirando-se um pedaco do
agar, onde eram melhor visualizadas as AVLs e onde havia menos

contaminantes como fungos filamentosos. O pedago de agar era transferido



25

para outra placa nas mesmas condigdes da cultura primaria. Este procedimento
era realizado até que apenas estivessem na placa Acanthamoeba spp. € o
minimo possivel de contaminantes.

Posteriormente o material foi raspado cuidadosamente, com alga de
platina e transferido para um tubo de ensaio com 5 mL de meio proteose
peptona 2%, extrato de levedo 0,2% e glicose 1,8 % (PYG) (ANEXO 3),
suplementado com penicilina G potassica (400 Ul/mL) e estreptomicina (400
ML/mL) e incubado a 30°C. A cada 2 dias aliquotas eram retiradas e
observadas ao microscopio Optico. Subcultivos foram realizados no mesmo

meio até a obtencdo de uma cultura pura (De Carli, 2001).

3.6. Identificacdo das AVLs por critérios morfolégicos

3.6.1. Coloracao das amebas

Para a identificagdo, as amebas eram coradas conforme
metodologia descrita por Brickner (1993). Para a coloragcao eram utilizadas
culturas axénicas. Uma aliquota de 3 mL do meio com crescimento de amebas
era centrifugada a 5000xg por 3 minutos. O sedimento resultante era
ressuspenso em tampao fosfato pH 7,2 (PBS), sendo uma aliquota transferida
para uma lamina.

Apods secagem a temperatura ambiente, as laminas eram fixadas em
fixador de Schaudinn (ANEXO 3) durante uma hora, a temperatura ambiente.
Apos a fixagdo eram coradas em cubas de Coplin pela coloragéo de tricrébmico

(ANEXO 3) e observada em microscopico optico (1000X).
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Os organismos foram avaliados quanto as suas caracteristicas
morfologicas e classificados segundo critérios descritos por Page (1988), que
incluem os seguintes parametros: didmetro do cisto, numero de bragos, forma
do endocisto, espessura e textura do ectocisto. Para a avaliagdo das
dimensdes foram medidos 10 organismos a microscopia Optica e feita a média

aritmética.

3.6.2. Confirmacdo do género Acanthamoeba spp. pela técnica
da PCR.

3.6.2.1. Extracdo de DNA

As extracoes de DNA foram realizadas de acordo com Salah & Iciar
(1997), utilizando a metodologia de lise alcalina, empregada para eucariotos.
Um volume de 1mL de culturas axénicas de Acanthamoeba spp., contendo
aproximadamente 10° amebas/mL foi transferido para um microtubo e
centrifugado a 250xg, por 10 min, sendo o sobrenadante desprezado. As
células precipitadas foram suspensas em 1 mL de PBS, homogeneizadas e
centrifugadas a 250xg por 3 min. Este procedimento foi repetido 3 vezes sendo
assim recuperado o sedimento.

Ao sedimento obtido foi adicionado 400 pyL de tampao de extracao
(NaCl 0,4 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,5 mM, pH 8), 2% de sédio dodecil
sulfato (SDS) e 0,4 mg/mL de proteinase K. Os tubos foram incubados em
banho-maria por 1h, a 60°C. Apds a incubagao, 300 pL de NaCl (6M), foram
adicionados e os tubos agitados vigorosamente em vortex por 30s e
centrifugados a 10000xg por 10 min. O sobrenadante foi transferido para outro

tubo, ao qual foi adicionado igual volume de isopropanol e mantido a -20°C por
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1h. A mistura foi centrifugada a 10000xg por 20 min. O sedimento resultante foi
lavado com 1mL de etanol 70% e desidratado a temperatura ambiente. Apds, o
DNA foi ressuspenso com 100uL de agua ultrapura (MilliQ), quantificado pelo

método da gota e conservado a -20°C.

3.6.2.2. Reagdo em cadeia da polimerase

Foram utilizados os oligonucleotideos especificos para o género
Acanthamoeba de acordo com Mathers et al. (2000). Para a reagao foram
utilizados, de 20 ng a 40 ng de DNA, 0,2 uM de cada oligonucleotideo
(CENBIOT™) (F: 5 GTT TGA GGC AAT AAC AGG T 3; R: 5 GAA TTC CTC
GTT GAA GAT 3’), 0,2 mM dNTPs (Mix, InvitrogenTM), 50 mM KCI,, 10 mM de
Tris-HCI (pH 8,0), 1,5 mM de cloreto de magnésio e 1U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen™) para um volume final de 25 L.

A PCR foi realizada em termociclador PTC 150 Minicycler MJ
Research, como segue: desnaturacao inicial de 94°C por 5 min, seguido por 35
ciclos de 94°C por 1 min, 49°C por 1 min, 72°C por 1 min e uma extensao final
de 72°C por 5 min.

Os produtos da amplificagdo foram analisados em gel de agarose
2%, corados com brometo de etideo (0,5 pg/mL), visualizados em UV. Os
resultados foram registrados por camara digital Kodak (DC 120, versédo 1.0.2) e
analisados pelo programa Kodak 1D, versédo 3.5.2. Como marcador de peso

molecular foi utilizado DNA Ladder 50 pb (CENBIOT™).
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3.7. Criopreservacao das cepas axenizadas

As Acanthamoeba foram criopreservadas conforme a técnica
descrita por McMillan (1989) com algumas modificagcdes estabelecidas no
laboratério de parasitologia — UFRGS. Cultura axénicas de cinco dias foram
centrifugadas 250xg por 10 min. Apds a contagem celular do sedimento foram
preparadas diluicdes na proporcdo 10° células/mL e misturadas com 10 % de
soro fetal bovino e 7,5% de dimetilsulféxido (DMSO) em um volume final de 1
mL.

Imediatamente apdés a adicdo do crioprotetor os criotubos foram
acondicionados em freezer -70°C por 3 dias e depois mergulhados em
nitrogénio liquido (-196°C), contido em botijao criobioldgico. Apds 5 dias de
congelamento em nitrogénio liquido as cepas foram inoculadas em agar nao-

nutriente para avaliar a sua viabilidade.

3.8. Teste de toleréancia a temperatura

Os isolados de Acanthamoeba spp. inoculados em ftriplicata, em
agar nao-nutriente (1,5%) com uma sobrecamada de E. coli, foram submetidos
a trés diferentes temperaturas (30°C, 37°C e 45°C). As placas foram
observadas diariamente, a microscopia O6ptica (100X) por até 10 dias.
Posteriormente, os isolados submetidos as temperaturas foram inoculados em
placas de agar nao-nutriente 1,5% recobertas com E. coli e incubados a 30°C
para avaliar sua viabilidade (Mathers et al., 2000). Desta forma, estabeleceu-se
empiricamente os seguintes critérios: (-) auséncia de crescimento, (+) média de
1 a 5 cistos e/ou trofozoitos por campo, (++) média de 6 a 15 cistos e/ou

trofozoitos por campo e (+++) média de 16 cistos e/ou trofozoitos por campo.
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3.9. Analise estatistica

3.9.1. Célculo de niamero amostral

O critério de selegao foi a disponibilidade dos estojos por voluntarios.
Para o calculo do tamanho amostral foi considerada uma prevaléncia esperada
de 30%, segundo dados disponiveis na literatura, da presenca de trofozoitos ou
cistos nos estojos de lentes de contato, confianga de 95% e um erro estimado

de 10%. Assim o tamanho amostral calculado foi de 81 estojos.

3.9.2. Avaliacéao estatistica

Foram avaliados os dados de forma descritiva através de calculo de
frequéncia, percentual, média e desvio padrao. Para verificar possiveis fatores
associados a presenca de Acanthamoeba spp. foi realizado o teste qui-
quadrado, quando as variaveis eram categdricas (como sexo, tipo de lente e as
respostas sim e ndo), teste t de student para o tempo que usa lentes e teste de
Mann-Whitney para UFC/mL relacionado com a presenga de Acanthamoeba
spp.. Todas as analises estatisticas foram realizadas no setor de estatistica da

Comissao de Pesquisa e Etica em Satde do HCPA.

3.10. Elaboracéo de um manual de boas préaticas de
conservacao dos estojos de lentes de contato.

Seguindo recomendag¢des médicas e dos fabricantes de lentes de
contato foi elaborado uma manual de boas praticas de conservagao dos estojos
de lentes de contato, o qual foi entregue a todos os usuarios, participantes do

estudo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo dos estojos e usuarios de lentes de contato
a partir da analise do questionario
A sintese dos dados obtidos dos usuarios de lentes de contato que

participaram do estudo esta apresentada na tabela 1.

TABELA 1. Caracterizacdo do usuario de lentes de contato.

Observado

(n=81) 7
N° de mulheres 58 72
N° de Homens 23 28
Idade média geral em anos 28 -
Estojo de lente rigida 35 43
Estojo de lente gelatinosa 30 37
Estojo de lente gelatinosa descartavel 13 16
Estojo de lente gelatinosa+Lente Rigida 3 4
Uso terapéutico 72 88
Uso estético 9 11
Uso ocasional 8 10
Uso diario 70 86

Uso prolongado 3 4
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Dos 81 individuos avaliados 72% (58) eram mulheres com uma
idade média de 28 anos. Na populagdo masculina a idade média era de 31
anos. As mulheres eram a maioria dos usuarios, tanto para lentes rigidas
(60%), como para gelatinosas (64%), incluindo descartaveis. Outro perfil
bastante caracteristico foi a idade média de cada grupo de usuarias: mulheres
que utilizam lentes rigidas tinham em meédia, 34 anos e usuarias de lentes
gelatinosas, incluindo descartaveis, tinham em média 24 anos de idade.

O uso terapéutico de lentes foi caracteristico da maioria dos usuarios
(89%) e a média de idade desse grupo foi de 29 anos. J4 a média de idade
para as pessoas que utilizam lentes cosméticas foi de 23 anos. A populagao
mais jovem, usuaria de lentes de contato estéticas tem habitos mais precarios
de higiene, que é um dos principais fatores de risco para pessoas com este
perfil (Niederkorn, 1999).

Quanto ao tipo de lente utilizada, 35 (43%) eram tipo rigida enquanto
30 (37%) eram do tipo gelatinosa. Dos 81 usuarios, 13 (16%) utilizavam lentes
gelatinosas do tipo descartavel, cuja validade média era de um més. De todos
0s usuarios avaliados trés (4,0%) utilizavam a sobreposi¢cao de lentes, uma
lente rigida sobre uma gelatinosa.

O tempo decorrido apds o inicio do uso de lentes de contato foi
bastante variado, de 0,1 a 360 meses. Porém, foi observado que a lente era
substituida com alguma freqiéncia, pois o uso médio da mesma lente foi de 9
meses.

De todos os colaboradores, 50 (62%) tinham o habito de procurar

periodicamente o servico de saude para revisdo médica do uso das lentes de
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contato, independente de qualquer sintomatologia, enquanto 31 (38%) ndo o
faziam. Diferente dos usuarios de o6culos, os usuarios de lentes de contato
necessitam de cuidados maiores com a saude visual, pois podem vir a sofrer
de outras complicagdes, como fissuras e infec¢des. Esta caracteristica peculiar
faz com que os usuarios tenham como rotina procurar 0s servigos
oftalmolégicos, com maior freqiéncia. O tempo médio de uso da mesma lente,
entre as pessoas que admitiram fazer revisao periodicamente foi 10 meses,
nao diferindo muito dos usuarios que nao faziam revisdao periodicamente, ja
que o tempo médio de revisao foi de 8 meses.

O manuseio das lentes, estojo e o material envolvido com a sua
manutencao sao fatores preponderantes para uma conservacao adequada.

Quanto ao cuidado com as lentes, 59 (72%) dos individuos que
cederam os estojos para analise, admitiram lavar as maos antes de manipular
o estojo e as lentes de contato, 3 (4%) lavavam as lentes friccionando-a com a
solugao de limpeza, 12 (15%), admitiram ndo ter qualquer cuidado ao
manusear a lente de contato e 07 (9%) adotavam outros cuidados como ferver
ou lavar a lente e o estojo com sabonete.

Entre os usuarios de lentes de contato a falta de higiene € o maior
fator de risco para ceratite amebiana. Niederkorn e colaboradores (1999)
observaram que 85% dos casos de ceratite por Acanthamoeba spp. ocorreu
com homens jovens, usuarios de lentes de contato que relatavam pouca

higiene e a auséncia do habito de lavar as méaos
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4.2. Analise microbiolégica

4.2.1. Contagem bacteriana

Dos 81 estojos avaliados 58 (71%) apresentaram crescimento de
microrganismos A média de unidades formadoras de colénias (UFC), no liquido
do estojo de lentes de contato foi de 8,1X10° UFC/mL, em um area média de 3
cm?, por estojo e cada estojo apresentou, em média quatro tipos de coldnias
bacterianas diferentes. Diferente do presente estudo Donzis e colaboradores
(1987) que encontraram 42% de positividade em estojos de lentes de contato
em um estudo realizado na Inglaterra e Wilson e colaboradores (1990) que
encontraram 46% de positividade em estudo semelhante realizado na
Califérnia. Porem Fleiszig & Efron (1992), em estudos realizados na Australia
se aproximaram dos nossos resultados, encontrando uma positividade de 72%
de contaminagao por bactérias. As recomendacées médicas e dos fabricantes
nao limitam a presenga ou auséncia de microrganismos ou a quantidade de
UFC.

Considerando-se a definigao de Wirtanen e colaboradores (1996), de
que um biofilme estaria presente quando existem entre 10° e 10° bactérias por
cm?, podemos concluir que a maioria dos estojos analisados em nosso estudo
apresentava biofilme. Esta observagcdo é importante, pois quanto mais
organizada a estrutura, maior a dificuldade de remocgdo da comunidade
bacteriana do estojo, consequentemente maior &€ a possibilidade de
contaminagao microbiana das lentes e consequentemente dos olhos.

A comparagao entre o tipo de lente e a contagem bacteriana

demonstrou que os estojos de lentes rigidas apresentavam maior quantidade
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de UFC por mL (10°), enquanto os de lentes gelatinosas apresentaram menor
quantidade (10°). Contrariamente um estudo realizado por Dart (1990)
encontrou maior contaminagcdo nos estojos de lentes gelatinosas, o que é
justificado pelo autor pelo fato dessas lentes possuirem um suporte maior aos

microrganismos devido ao material com que elas sdo confeccionadas.

4.2.2. Isolamento e ldentificacdo bacteriana

Com o meio de cultura escolhido para o isolamento inicial de
bactérias (agar sangue) foi possivel recuperar 177 isolados bacterianos, sendo
identificadas 51 espécies. Destas 45 (25%) eram bastonetes Gram-negativos
(tabela 2), 31 (18%) bastonetes Gram-positivos (tabela 3), 45 (25%) de cocos
Gram-positivos (tabela 4) e 56 (32%) cocobastonetes (tabela 5).

Os estojos de lentes de contato apresentaram uma microbiota
variada, estando presentes bactérias ambientais como as do género Kurthia
sp., Listeria sp. e Xanthomonas sp. Estas bactérias, até o momento néao
apresentam relatos de alguma patologia humana causada por elas (Alves et
al.,1991; Wang et al., 1998).

Em estojos de lentes gelatinosas, gelatinosas descartaveis e rigidas,
foram isoladas duas espécies de bactérias do género Pseudomonas (P.
aeruginosa e P. alcaligenes) (tabela 2). Estas bactérias, apesar de serem
amplamente distribuidas na natureza sao patdégenos oportunistas de grande
importancia. A espécie P. aeruginosa esta relacionada com 21% dos casos de

infeccdo ocular associada com o uso de lentes de contato (Schirmbeck et al.,
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2000). As demais espécies de bastonetes Gram negativos identificadas nao

apresentam significado clinico relatado na literatura.

TABELA 2. Bastonetes Gram negativos isolados de estojos de
lentes de contato

Espécies LGD'" LG* LR° LRG*
Burkholderia mallei © 1° 4 - -
Burkholderia pseudomallei © - 1 - -
Capnocytophaga cynodegmi 1 - - -
Escherichia coli © - 1 -
Gardnerella vaginalis © 1 1 1 -
Pseudomonas aeruginosa *&° 1 4 3 -
Pseudomonas alcaligenes B¢ 1 - -
Xanthomonas axonopodis - 1 - -
Xanthomonas campestris 1 4 3 -
Xanthomonas fragariae - 1 1 -

1 Lente Gelatinosa Descartavel;

2 Lente Gelatinosa;

3 Lente Rigida;

4 Lente Rigida e Lente Gelatinosa (sobrepostas).
5 Numero de isolados

A - Mais freqlientes em endoftalmites

B - Causadora de ceratites

C - Patogénicas oportunistas

A presenca de bactérias do género Bacillus (B. cereus, B. circulans e
B. pumilus) (Tabela 3), se da pela elevada prevaléncia ambiental, tanto da
forma vegetativa como dos esporos. Podem fazer parte tanto da microbiota,
ocular quanto do corpo. Porém as espécies isoladas nao estdo relacionadas

com infecgdes oculares. A Unica espécie isolada em infeccbes desta natureza

foi B. subtillis (Schirmbeck et al., 2000).
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TABELA 3. Bastonetes Gram positivos isolados de estojos de lentes

de contato
Espécies LGD' LG’ LR® LRG*

Arcanobacterium pyogenes ° - - 1° -
Bacillus cereus ° - - 1 1
Bacillus circulans ® - 1 3 1
Bacillus pumilus - 1 - -
Geobacillus stearothermophilus - - 1 -
Kurthia gibsonii - - 2 -
Kurthia sibirica - 1 - -
Kurthia zopfii - - 1 -
Streptobacillus moniliformis * & - - 1 -
Streptomyces sp. 1 - - -
Turicella otitidis *® - - 1 -

1 Lente Gelatinosa Descartavel

2 Lente Gelatinosa

3 Lente Rigida

4 Lente Rigida e Lente Gelatinosa (sobrepostas)
5 Numero de isolados

A - Mais frequientes em endoftalmites

B — Patogénicas oportunistas

Foram isoladas varias espécies do género Staphylococcus (S.
aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. Intermedius, S. lentus e S.
saprophyticus) (tabela 4). Os cocos Gram-positivos fazem parte da microbiota
conjuntiva, porém S. aureus e S. epidermidis sdo encontrados causando
infecgdes oftalmicas também (Alves et al., 1991; Vieira et al.,1999; Kaufman et
al., 2000). E importante observar que os usuérios de lentes que participaram do
presente estudo eram assintomaticos para infecgdes oculares, porém a
presenca destes microrganismos nos estojos € um fator predisponente para

infeccoes.
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As bactérias do género Staphylococcus tém uma histéria evolutiva
relacionada com o hospedeiro, pois apresentam uma distribuicdo ambiental
bastante limitada e s&o isoladas em varios mamiferos. Tém uma relagado de
comensalismo e vivem nas cavidades dos animais. Esta proximidade faz com
que haja pressdes evolutivas sobre elas, como 0 uso de medicamentos e as
mudangas ambientais, selecionando cepas com maior resisténcia a
antimicrobianos e maior patogenicidade (Palumbi, 2001). No momento da
avaliagdo nenhum dos pacientes apresentava sintomas de infeccdo, desta
forma, nao foi possivel estabelecer nenhuma relagdo entre a presenca de

cocos e patologias.

TABELA 4. Cocos Gram-positivos isolados de estojo de lentes de contato

Espécies LGD" LG* LR° LRG*

Alloiococcus otitidis © - 1° - -
Deinococcus radiophilus - 1 1

Enterococcus faecium B¢ 1 1 - -
Micrococcus luteus - - 1 -
Micrococcus lylae - - 1 -
Staphylococcus aureus B¢ - 8 2
Staphylococcus epidermidis 8¢ - 1 -
Staphylococcus haemolyticus © - 1 -

Staphylococcus Intermedius ©
Staphylococcus lentus ©
Staphylococcus saprophyticus ©

= A A a NN

= AN

1 Lente Gelatinosa Descartavel

2 Lente Gelatinosa

3 Lente Rigida

4 Lente Rigida e Lente Gelatinosa (sobrepostas)
5 Numero de isolados

A - Mais frequentes em endoftalmites

B - Causadora de ceratites

C - Patogénicas oportunistas
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As bactérias do género Corynebacterium sdo amplamente
distribuidas no ambiente e fazem parte da microbiota humana, inclusive da
conjuntiva. Sdo patdgenos oportunistas, também causando conjuntivites e

endoftalmites (Tabela 5) (Salvanet-Bouccara et al., 1992; Euzéby, 2008).

TABELA 5. Cocobastonetes Gram positivos isolados estojo de lentes
de contato.

Espécies LGD' LG* LR’ LRG”

Brevibacterium casei © - - 1° 1
Brevibacterium epidermidis 2 1 -
Brevibacterium iodinum
Brevibacterium linens

— 1
1
-1
1 1

Corynebacterium diphtheriae A¢” -

1
Corynebacterium glucuronolyticum A€~ - 3

Corynebacterium pseudodiphtheriticum A ¢” - -

Corynebacterium xerosis #¢” - _

Dermabacter hominis - 1
Jonesia denitrificans - -
Kocuria rosea © - -
Listeria grayi - -
Listeria innocua - 3
Listeria seeligeri 1 1
Listeria welshimeri - -
Microbacterium arborescens -

Microbacterium lacticum - -
Moraxela osloensis © - 1 - -

Nesterenkonia halobia - - 3 -

OIN D N -
1 1

= N = 1
1

1 Lente Gelatinosa Descartavel;

2 Lente Gelatinosa;

3 Lente Rigida;

4 Lente Rigida e Lente Gelatinosa (sobrepostas).
5 Numero de isolados

A - Mais frequentes em endoftalmites

B - Causadora de ceratites

C - Patogénicas oportunistas

* Bactéria com capacidade de invadir a conjuntiva.

De todos os microrganismos isolados C. diphtheriae seria 0 unico
capaz de invadir a conjuntiva sadia e causar infec¢gdes nas estruturas oculares

(Schirmbeck et al., 2000). O colaborador, de cujo estojo foi isolado C.
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diphtheriae, era assintomatico. A quantificagao foi de 10 UFC/mL e n&o foram

isolados outros microrganismos em seu estojo.

4.2.3. Comparacdo microbiolégica entre os grupos de
académicos da UFRGS e pacientes do HCPA.

Ao dividir os voluntarios por procedéncia (setor de oftalmologia do
HCPA ou Campus central da UFRGS) pode-se observar a formagao de dois

grupos distintos, como mostra a figura 8.
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FIGURA 8. Comparagéo da microbiota existente em 81 estojos de lentes de
contato de voluntarios, segundo o tipo de voluntario. Porto Alegre, 2008.

Para esta analise agrupou-se os voluntarios em duas populagdes
distintas: uma formada por alunos do campus central da UFRGS, com idade

média de 23 anos, sendo destes 30 (81%) mulheres e outro por pacientes do
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setor de oftalmologia do HCPA com idade média de 31 anos, sendo 29 (67%)
mulheres.

O grupo formado por académicos era constituido basicamente por
mulheres jovens, usuarias de lentes cosméticas. Como observado (figura 8) os
bastonetes Gram negativos e cocos Gram positivos foram mais freqlientes na
populacdo de académicos, enquanto os bastonetes Gram positivos e
cocobastonetes Gram positivos foram mais freqlentes na populacdo de
pacientes do setor de oftalmologia do HCPA.

Dentre todos os grupos bacterianos isolados na populagdo do
Campus os bastonetes Gram negativos e cocos Gram positivos apresentaram
uma maior riqueza. As bactérias isoladas na populagao de estudantes sdo mais
freqientemente isoladas na microbiota corporal e estdo mais relacionadas com
patologias. No grupo formado por pacientes do HCPA a maior riqueza foi
representada por bastonetes Gram positivos e cocobastonetes, que sao
bactérias isoladas mais freqiéntemente no meio ambiente (Salvanet-Bouccara
et al., 1992; Euzéby, 2008). Este resultado & corroborado por Niederkorn
(1999), que concluiu que os jovens, optantes por lentes coloridas como recurso

estético, possuem habitos precarios de higiene implicando em mais infecgoes.

4.3. Antibiograma com as bactérias isoladas dos estojos de
lentes de contato

Para a avaliacdo da susceptibilidade das espécies isoladas foram
selecionados os antibidticos mais comumente utilizados na rotina clinica. Os

resultados estdo apresentados nas tabelas em anexo (lll, IV, V e VI).
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Nenhum dos antimicrobianos testados foi eficiente contra todos os
microrganismos isolados, 0 que é esperado devido a variagdo de
susceptibilidade entre cepas e espécies. No presente estudo, a maior
resisténcia foi observada para macrolideos e vancomicina, fato ja esperado,
pois estes antimicrobianos sdo mais eficientes contra bactérias Gram-positivas.

Para o tratamento de infec¢des ser considerado eficaz observa-se a
sensibilidade plena dos microrganismos frente ao antimicrobiano, ndo sendo os
resultados intermediarios e resistentes considerados bons. Cefalotina e
estreptomicina foram os antimicrobianos que tiveram menos acéo entre os
isolados testados. Amoxacilina mostrou-se o mais eficiente para uma maior
quantidade de isolados, entre os bastonetes Gram negativos (ANEXO IlI).

Houve uma grande variagédo entre isolados de uma mesma espécie.
Dois de trés isolados de G. vaginalis apresentaram o mesmo perfil de
resisténcia.

P. aeruginosa apresentou grande variagao entre isolados, onde a
maioria apresentou resisténcia a mais de quatro antimicrobianos. Dois destes
isolados apresentaram resisténcia a nove dos 10 antimicrobianos testados,
considerando os resultados intermediarios. Esse resultado € importante, pois
essa especie é frequentemente isolada de infec¢des intra-oculares, juntamente
com E. coli e G. vaginalis (Liesegang, 1997; Stein et al.,1995).

As espécies B. mallei e B. pseudomallei encontradas em nosso
estudo sdo bactérias de importancia veterinaria e médica por causar infecgoes,

sendo consideradas como agentes com potencial para o bioterrorismo, além de
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apresentarem resisténcia a diversos antimicrobianos (Neubauer et al., 1997;
Heine et al., 2001). Porém, estas bactérias ndo tém sido relacionadas a
complicagbes oftalmicas.

Os resultados dos antibiogramas com o grupo dos bastonetes Gram-
positivos estao sintetizados (ANEXO V).

Nenhum dos antimicrobianos foi eficiente contra todos os
microrganismos, porém cloranfenicol foi mais eficiente, sendo 15 isolados
sensiveis a ele. Amoxacilina e cefalotina, também apresentaram uma boa
eficiéncia. Ambos mostraram-se eficientes para 14 isolados.

Comparando-se com os bastonetes Gram negativos, em geral, os
bastonetes Gram positivos foram mais sensiveis a todos os antibiéticos.
Apenas uma cepa de B. circulans foi sensivel a todos os antimicrobianos, as
demais cepas deste género nao foram plenamente sensiveis a todos os
antimicrobianos, se considerarmos os valores intermediarios.

Estudos realizados na India por Anand e colaboradores (2000),
avaliando isolados de endoftalmites e de infec¢des oculares concluiram que os
bastonetes Gram positivos apresentaram 11 % de resisténcia a gentamicina e
100 % de sensibilidade a vancomicina, nos casos de endoftalmite.

Os resultados dos antibiogramas com os cocos Gram positivos
estdo apresentados no anexo V.

Todas as cepas foram sensiveis a amoxacilina. Cloranfenicol,
gentamicina e vancomicina foram eficientes em 75% ou mais dos isolados
testados. O acido nalidixico e a eritromicina foram os antimicrobianos menos

eficientes.
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No grupo dos cocos Gram positivos estdo os microrganismos como
S. aureus e S. epidermidis que também pertencem a microbiota ocular e que
sdo mais freqlientemente isolados em infecgdes oculares (Limberg, 1991). Em
um estudo realizado por Meneghetti & Salla (2004) foi observada uma maior
resisténcia a cefalotina, considerando os resultados intermediarios. No
presente estudo 50% dos isolados foram resistentes a este antibidtico,
considerando a suscetibilidade intermediaria.

Das cepas de S. aureus trés apresentaram resisténcia a
vancomicina, sendo dois com susceptibilidade intermediaria. Infeccbes
causadas por cepas de S. aureus resistentes a vancomicina séo de grande
relevancia, pois este antibiotico é de ultima escolha no tratamento de infecgcbes
com estas bactérias, além da possibilidade de disseminagdo destas cepas
entre as pessoas (Alves et al., 1991; Chang et al., 2003). Alguns estudos
demonstram que S. aureus com resisténcia a vancomicina ja foram isolados
em culturas de material ocular, sem que houvesse algum sintoma presente
(Kato et al., 1999; Fukuda et al., 2002). Outras infeccbes causadas por S.
aureus, principalmente as transmitidas por catéter vascular causam quadros de
septicemia, levando o paciente ao 6bito (Hiramatsu et al., 1997).

Os resultados dos antibiogramas com os cocobastonetes Gram
positivos estdo apresentados no anexo VI.

Nenhum dos antimicrobianos foi plenamente eficiente contra todas
as cepas, porém foi observada menor resisténcia a amoxacilina e cloranfenicol.

Os cocobastonetes Gram positivos apresentaram maior resisténcia a

rifampicina seguido por vancomicina, estreptomicina eritromicina.
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Dos grupos morfolégicos avaliados os cocobastonetes Gram
positivos apresentaram uma menor resisténcia ou suscetibilidade intermediaria
aos antibidticos testados. Quatro isolados foram plenamente sensiveis a todos

os antibioticos (M. arborexens e N. halobia).

4.4. Caracterizagdo do usuario AVL positivo

Dos 81 estojos de lentes de contato avaliados 7 (9%) estavam
contaminados com AVL, sendo um isolado proveniente de estojo de lentes
gelatinosas descartaveis (LGD), dois de lentes gelatinosas (LG) e quatro de
lentes rigidas (LR).

A avaliagdo demonstrou que a idade média dos usuarios de lentes
de contato com estojo AVL positivos foi de 31 anos e que os estojos
contaminados com amebas pertenciam a usuarios que utilizavam lentes de
contato ha mais tempo (117 meses em média).

Quanto as medidas de higiene, os estojos AVL positivos pertenciam
a individuos que nao mostraram preocupagdo com a higiene das maos.
Desses, quatro relataram lavar as méaos esporadicamente antes do manuseio
das lentes e dois admitiram n&o adotar nenhuma medida de higiene propria ou
com os estojos de lentes de contato.

Estudos realizados na Coréia demonstram que a presenca de AVL
em estojos de lentes de contato pode variar entre 10 e 16% (Lee et al., 1997;
Yu et al., 2001). Outro estudo avaliando estojos de lentes de contato, na
Inglaterra, encontrou uma prevaléncia de 20% para AVL e 8 % para

Acanthamoeba spp. (Gray et al.,1995).
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A importancia da demonstracdo da presenca de AVL em estojos de
lentes de contato ou em solugbes de manutengao, esta no fato da presencga do
protozoario nestes locais ser um dos grandes fatores de risco predisponentes a

ceratite (Epstein et al., 1986).

4.5. Avaliacdo microbiolégica dos estojos AVL positivos

Os estojos que apresentaram AVL, tiveram um valor mediano de 10’
UFC/mL contra 10° UFC/mL dos casos negativos. O grupo morfoldgico de
maior frequéncia nos estojos de onde foram isoladas AVL foi o dos
cocobastonetes Gram positivos, seguido pelos bastonetes Gram-negativos.

Observou-se uma diferenca significativa entre a maior quantidade de
UFC/mL e a presenca de Acanthamoeba spp., como esperado (p=0,008),
porém a mesma relacdo nao foi estabelecida entre os diferentes tipos de
lentes. A maior riqueza bacteriana propicia um micro-habitat favoravel para as
AVL, que utilizam estas bactérias como fonte de nutrientes (Barbeau & Buhler

2001).

4.5.1. Comparacéao entre os grupos de académicos da UFRGS e
pacientes do HCPA.

Cinco dos sete isolados de AVL foram procedentes de estojos de
voluntarios do Campus central da UFRGS, formada por académicos com idade
média de 23 anos. Dos voluntarios do Campus central da UFRGS, 25 eram
mulheres, todas usuarias de lentes de contato cosméticas gelatinosas. A

populacdo com estas caracteristicas € mais susceptivel a infecgdes oculares
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por AVL ou qualquer outro microrganismo, pois existem varios fatores de risco
relacionados a ela. Da populagdo formada por pacientes do HCPA, 34 sao
mulheres, sendo 11 dessas usuarias de lentes gelatinosas. Em estudos
realizados por Niderkorn e colaboradores (1999) e Beattie e colaboradores
(2003). foi observado que individuos jovens que fazem uso de lentes
gelatinosas cosméticas, em geral, apresentam habitos de higiene inadequados
para a manutencdo de todos os materiais envolvidos no uso de lentes de

contato.

4.6. Identificagc&o do género Acanthamoeba spp.

Em sete dos 81 estojos avaliados foram isolados AVLs com
morfologia sugestiva de pertencer ao género Acanthamoeba spp. de acordo
com Page (1988) (tabela 6). Os isolados foram identificados como 18M (a, b),
20P, 30G, 32s (a, b), 45M, 48L e 78 (a,b) (Figuras 10 a 16).

A classificagdo por grupos (Gl, Gll e Glll) leva em consideragao as
caracteristicas morfoldgica dos cistos proposta por Pussard & Pons (1977).

Os isolados 18M, 32S e 78L apresentaram diferentes morfologias
cisticas, sendo que o isolado 18M apresentou cistos caracteristicos do G |
(18Ma) e Il (18Mb). Ja o isolado 32S apresentou cistos com caracteristica do
Gl (32Sa) e Ill (32Sb) e o isolado 78L apresentou dois tipos de cistos com
caracteristicas do Gll (78La e 78Lb). Isto pode ser explicado pela presencga de
mais de uma espécie do género, ocorrendo simultaneamente em um mesmo
estojo. Os demais isolados apresentaram caracteristicas dos grupos

morfoldgicos: Gl (20P), GII (30G), Gl (45M) e GII (48L).
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Morfologia cistica

(n=20)*
Isolado Provavel
Diametro médio Desvio Numero médio Forma do Esp?jsc,)sura Teg’gura Grupo
do cisto padrdo de Bracos endocisto . .
ectocisto ectocisto
18M 18Ma 24 um 4 um 7 Estrelado Espesso Liso I
18Mb 18 um 3 pm Poligonal Espesso  Ondulado Il
Pequenos
20P 18 um 3 um 4 ) Delgado Rugoso [
angulos
30G 21 um 4 ym 4 Poligonal Médio Ondulado Il
398 32Sa 23 um S pm 8 Estrelado Espesso Liso I
32Sb 18 um 2 ym 4 Redondo Delgado Rugoso 1]
45M 17 ym 2 um 3 Poligonal Médio Ondulado Il
48L 18 ym 3 um 4 Poligonal Médio Ondulado Il
281 78La 21 um 3 pm 6 Estrelado Espesso  Ondulado Il
78Lb 20pm 2 pm 4 Poligonal Médio  Ondulado I

* Os dados foram obtidos a partir da analise de 20 cistos isolados.



FIGURA 9. Isolado de FIGURA 10. Isolado de AVL
AVL 18M. a) GI; b) Gl 20P. a) cisto; b) trofozoito
(200X; barra=24 pm) Glll (200X; barra=18 pm)

FIGURA 11. Isolado de AVL FIGURA 12. Isolado de
30G. Cisto caracteristico do AVL 32S. a) Gl; b) Gl
Gll (200X; barra= 20 pm) (200X- harra= 23 11im)

FIGURA 13. Isolado de FIGURA 14. Isolado de
AVL 45M. Trofozoito e AVL 48L. Cisto
cisto caracteristico do GlI. caracteristico do Gll.

(200X; barra= 17 ym) (200X; barra= 18 pym)

48
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FIGURA 15. Isolado de AVL
78L. Diferentes espécies do
Acanthamoeba spp. a) GlI; b)
Gll. (200X; barra= 21 pm)

4.6.1. Teste de exflagelacdo das AVL

O teste de exflagelagcao foi negativo para as sete AVL isoladas dos
estojos de lentes de contato, o que exclui a possibilidade das AVL serem
Naegleria fowleri, que ao serem submetidas a situagées como a privagcéo de
nutrientes, passam por transformagées morfogenéticas como o surgimento do
flagelo. Esta transformacdo é um estagio transitério, com o metabolismo
reduzido e sem divisao celular e acredita-se que esse flagelo seja usado para
que a ameba possa se dispersar pelo ambiente em busca de condigdes
favoraveis (Schuster & Visvesvara, 2004b).

A presencga de Naegleria fowleri em estojos de lentes de contato nao
tem significado clinico, enquanto Acanthamoeba spp. tem o potencial de causar

ceratites. (Schuster, 2002).
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4.6.2. Confirmacé&o do género Acanthamoeba spp.

A confirmacdo do género Acanthamoeba foi realizada através da
reacdao de PCR, utilizando oligonucleotideos especificos para este género,
como descrito anteriormente em materiais e métodos Os resultados da PCR

podem ser visualizados na figura 1.

750pb
500pb
250pb
229pb
200pb

50pb

FIGURA 16. Analise molecular do gene ssu rDNA 18S. 1. Marcador
de peso molecular (50pb); 2. 18M; 3. 20P; 4. 30S; 5. 32M; 6. 45L; 7.
48L; 8. 78L; 9. C+; 10. C-; 11. DNA E. coli e 12. DNA do
contaminante.

Com a PCR foi possivel confirmar que dentre os isolados de AVL
haviam sete amebas pertencente ao género Acanthamoeba spp., porém como
observado através da identificagdo morfologica nos isolados 18M, 32S e 78L
estariam presentes diferentes espécies de Acanthamoeba, ndo sendo possivel
diferenciar as duas espécies presentes no mesmo isolado. O teste morfoldgico
indica que ambas sao sugestivas de pertencer ao género Acanthamoeba e a

PCR confirma que entre elas ha pelo menos uma pertencente a este género.
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A axenizacgao do isolado 78L nao foi possivel devido a contaminagao
persistente de um bastonete Gram negativo. Para confirmar que a PCR néo
amplificaria material genético desta bactéria foi extraido seu DNA e submetido
a reacao, utilizando os mesmos oligonucleotideos, ndo tendo ocorrido
amplificacdo (canaleta 12). Na literatura é frequente o relato das dificuldades
em axenizar determinados isolados de AVL, principalmente em amostras
ambientais (Tsvetkova et al., 2004), além disso, existem alguns isolados de
Acanthamoeba spp. que sao dificeis de se multiplicar em meio PYG,
necessitando assim de meios mais enriquecido (Schuster, 2002).

A PCR apresenta sensibilidade e especificidade elevadas para o
diagndstico de AVL, sendo utilizado tanto para diagndstico confirmatério de
patologias como para diagnosticos ambientais (Mathers, et al., 2000; Tsvetkova

et al., 2004).

4.7. Teste de toleréncia a temperatura.

Os isolados foram testados quanto a sua capacidade de crescer em
diferentes temperaturas (30°C, 37°C e 45°C) (tabela 7)

Na temperatura 30°C todos os isolados apresentaram bom
crescimento e todos permaneceram viaveis em todas as avaliagbes, esta
temperatura foi utilizada como controle positivo por ser a temperatura 6tima de

crescimento (Neff et al.,1969).
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TABELA 7. Teste de tolerancia de Acanthamoeba spp. a diferentes
temperaturas.

Isolado Crescimento em diferentes temperaturas*
30°C 37°C 45°C
18M +++ ++ ++
20P +++ +++ +
30G +++ - -
32S +++ +++ -
45M +++ +++ +++
48L +++ +++ +++
78L +++ - .

- auséncia de crescimento, média de + 1 a 5 cistos e/ou trofozoitos, ++ 6 a 15 cistos e/ou
trofozoitos e +++ > 16 cistos e/ou trofozoitos.
Avaliagao feita em 10 campos microrcépicos (100X).

Outros estudos semelhantes ao apresentado no presente trabalho,
ja foram realizados por diferentes autores. Silva & Rosa (2003) submeteram 51
isolados hospitalares de Acanthamoeba spp. a diferentes temperaturas (37°C
e 42°C) sendo apenas um isolado resistente a 42 °C. Em 2002, Schuster usou
amostras clinicas para isolar AVL, utilizando a temperatura de 37°C em ANN
(1,5%) e E. coli inativadas pelo calor, em seguida os isolados foram submetidos
a teste de viabilidade (cultura monoxénica a 30°C) e o desencistamento
ocorreu em dois dias. Segundo Kingston & Warhurst (1969) amebas sensiveis
a temperaturas superiores a 37°C seriam capazes de causar infecgao.

Os isolados de estojos de lentes de contato testados no presente
estudos apresentaram maior resisténcia a elevacao de temperatura que
isolados ambientais testados por Carlesso e colaboradores (2006). Este
fendtipo pode ser uma importante caracteristica para a diferenciacdo entre
cepas patogénicas e nao patogénicas, porém em outros trabalhos os

resultados divergem quanto a esta conclusdo, pois apesar de haver uma
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correlagcdo entre temperatura e patogenicidade os mecanismos nao ficaram
estabelecidos (Khan et al., 2002; Silva & Rosa,2003; Schuster & Visvesvara

2004a).
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5. CONCLUSOES E PERPECTIVAS

A partir do presente estudo pode-se concluir o seguinte:

Os usuarios que nao observam as recomendacgdes de conservagao
do estojo de lentes de contato apresentaram maior possibilidade de
contaminagao no seu estojo de lentes de contato.

Os estojos de quatro tipos de lentes de contato avaliados
apresentaram contaminagéo, sendo que os estojos mais contaminados foram
os de lentes de contato rigidas.

As bactérias mais comumente isoladas na conjuntiva, como os
cocos Gram positivos, apresentaram maior resisténcia aos antimicrobianos.

As AVL do género Acanthamoeba ocorreram em 9% dos estojos,
que podem conter concomitantemente mais de uma espécie. A presenca das
amebas esta relacionada com maior UFC/mL e ocorreu mais em individuos
jovens.

Os isolados do presente estudo serao futuramente testados quanto a
sua patogenicidade in vivo, serdo avaliados para determinar o seu gendtipo e
relacionar com sua viruléncia, além de serem analisados quanto a producéo de

proteases e possivel correlagdo com seu potencial patogénico.
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Os isolados serao também analisados para a determinacdo da
presenca de possiveis endossimbiontes.
O PCR é uma boa metodologia para confirmagdao do género

Acanthamoeba spp.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Determinacédo da Presenca de Acanthamoeba spp. em
biofilme de lentes de contato

Pesquisador Responsavel: Marilise Brittes Rott

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Universidade Federal
do Rio Grande do Sul — UFRGS.

Telefones para contato: (51) 9321 7630 - (51) 33164111 (com Marilise ou
Claiton)

Nome do voluntario:

Idade: anos

Responsavel legal:

O Sr. (?) esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa
“‘Determinacdo da Presenca de Acanthamoeba spp. em biofilme de lentes
de contato”, de responsabilidade do pesquisador Marilise Brittes Rott.

A pesquisa tem o objetivo de isolar os “germes” presentes no estojo
da lente de contato e os procedimentos utilizados ndo atentam contra a saude
do participante. As informagbes serdo utilizadas para que possamos
compreender melhor a doenga causada pelos “germes” do estojo da lente de
contato.

A participacdo no projeto é voluntaria. Os procedimentos né&o
implicarao em nenhum tipo de custo ao participante que tera acesso as
informacdes mediante o contato com o pesquisador responsavel.

Os beneficios resultantes da participagcdo no projeto serao
relacionados a avaliagdo completa no estojo da lente de contato.

A participagao no projeto envolvera:

- Responder 17 perguntas sobre o uso das lentes;
- Permitir que seja coletado o liquido que esta dentro do estojo onde séo
guardadas as lentes de contato quando elas ndo estdo sendo usadas.

O nome do colaborador ndo sera publicado juntamente com os
dados obtidos na pesquisa.

Eu, , declaro ter sido informado e concordo em
participar, como voluntario, do projeto de pesquisa acima descrito.

Porto Alegre, de de

Nome e assinatura do paciente ou seu responsavel legal
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ANEXO Il

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM

i UFRG
MICROBIOLOGIA AGRICOLA EDO AMBIENTE % ="
1. Nome:
2.
Idade:
3. Sexo: [ ] Masculino [ ] Feminino
4.Endereco:
5. Contato. e-mail: fone:
6. Profissdo:
7. Tipo de lente:
8. A quanto tempo usa lente de contato:
9. Tempo que possui a mesma lente:
10. Tipo de uso: [ ] Ocasional [ ] Diario [ ] Prolongado
11. Motivos para usar a lente: [ JTerapéutico [ ] Estético
12. A lente passa por revisdes profissionais periodicas: [] Sim []
Nao
13. Tipo de desinfetante e a marca utilizada:
14. Tipo de solugdo de manutengao e sua marca:
15. Cuidados ao manusear as lentes:
16. Sintomas clinicos: [ ] Esporadicos [ ] Inexistentes ]

Freqlentes
17. Tratamentos ja realizados e medicamentos:




ANEXO Il

Resultados dos antibiogramas com os bastonetes Gram negativos

isolados de estojos de lentes de contato.
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Isolados AN I
Burkholderia mallei
B. mallei
B. mallei
B. mallei
B. mallei

Burkholderia pseudomallei
Capnocytophaga cynodegmi
Escherichia coli
Gardnerella vaginalis

G. vaginalis

G. vaginalis
Pseudomonas aeruginosa
P. aeruginosa

. aeruginosa

. aeruginosa

. aeruginosa

. aeruginosa

. aeruginosa

. aeruginosa
Pseudomonas alcaligenes
P. alcaligenes
Xanthomonas axonopodis
Xanthomonas campestris
. campestris

. campestris

. campestris

. campestris

. campestris

. campestris

. campestris
Xanthomonas fragariae

X. fragariae
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AN- Acido Nalidixico; A- Amoxacilina; C- Cefalotina; Cl- Cloranfenicol;
E- Estreptomicina; Er- Eritromicina; G- Gentamicina; R- Rifampicina;
T- Tetraciclina e V- Vancomicina.

S — Sensivel; | — Intermediario e R — Resistente.



ANEXO IV

Resultados dos antibiogramas com os bastonetes Gram positivos isolados

de estojos de lentes de contato
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Isolados

Arcanobacter pyogenes
Bacillus cereus

B. cereus

. circulans

. circulans

. circulans

. circulans

. circulans

Bacillus pulmilus
Geobacillus stearothermophilus
Kurthia gibsonii

K. gibsonii

Kurthia sibirica

Kurthia zopfii
Streptobacilus moniliformes
Streptomyces sp.

Turicella oftitidis

oW ww
CODOODIIND—OOOO—0 DS
DODDDNDND—DTDONN®H I N>
DOT—DDNDDNDDDND®DN NI N|O
DODNDDD—DNDDDNDNDN GO K DO
— N TOD—DD—DON®H— 00 DM

TONOITITOONOD—0OOOOOnn DT

ONONONONONOR_NORONONONONONONONORI 0]

——— VOV —-—NVT——TO®N——— I

— VLWL —-—TTOVLLLOLOLO—0L0—On|H

DD —0V0OO—00DOO—00n0nn

AN- Acido Nalidixico; A- Amoxacilina; C- Cefalotina; Cl- Cloranfenicol;

E- Estreptomicina; Er- Eritromicina; G- Gentamicina; R- Rifampicina;
T- Tetraciclina e V- Vancomicina ;
S — Sensivel; | — Intermediario e R — Resistente.



ANEXO V

Resultados dos antibiogramas de cocos Gram positivos isolados
de estojos de lentes de contato
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Isolados

Alloiococcus otitidis
Deinococcus radiophilus

D. radiophilus

Enterococcus faecium

E. faecium

Micrococcus lylae
Staphylococcus aureus

. aureus

. aureus

. aureus

. aureus

. aureus

. aureus

. aureus

. aureus

. aureus

. aureus

. aureus

Staphylococcus epidermidis
S. epidermidis

S. epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
S. haemolyticus
Staphylococcus intermedius
S. intermedius

S. intermedius
Staphylococcus lentus

S. lentus

Staphylococcus saprophyticus
S. saprophyticus S
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"™N- Acido Nalidixico; A- Amoxacilina; C- Cefalotina; Cl- Cloranfenicol;
E- Estreptomicina; Er- Eritromicina; G- Gentamicina; R- Rifampicina;
T- Tetraciclina e V- Vancomicina ;

S — Sensivel; | — Intermediario e R — Resistente.
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ANEXO VI

Resultados dos antibiogramas com Cocobastonetes Gram positivos isolados de
estojos de lentes de contato.

Isolados

Brevibacterium epidermidis
B. epidermidis

B. epidermidis
Brevibacterium iodinum
Brevibacterium casei

B. casei

Brevibacterium linens

B. linens

Corynebacterium xerosis
C. xerosis

Corynebacterium diphtheriae
Corynebacterium glucuronolyticum
C. glucuronolyticum

C. glucuronolyticum

C. glucuronolyticum

C. glucuronolyticum
Corynebacterium
pseudodiphtheriticum

C. pseudodiphtheriticum
Dermabacter hominis

D. hominis

Jonesia denitrrificans
Kocuria rosea

Listeria grayi

L. grayi

Listeria innocua

L. innocua

. innocua

. innocua

. innocua

. innocua

. innocua

. innocua

Listeria seeligeri

L. seeligeri
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AN- Acido Nalidixico; A- Amoxacilina; C- Cefalotina; Cl- Cloranfenicol;
E- Estreptomicina; Er- Eritromicina; G- Gentamicina; R- Rifampicina;
T- Tetraciclina e V- Vancomicina ;

S — Sensivel; | — Intermediario e R — Resistente.



Continuagao: Resultados dos antibiogramas com Cocobastonetes Gram
positivos isolados em estojos de lentes de conato.
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Isolados NA Er

Listeria welshimeri
Microbacterium arborexens
M. arborexens
Microbacterium lacticum
Micrococcus luteus
Moraxela osloensis
Nesterenkonia halobia

N. halobia

N. halobia
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AN- Acido Nalidixico; A- Amoxacilina; C- Cefalotina; Cl- Cloranfenicol;
E- Estreptomicina; Er- Eritromicina; G- Gentamicina; R- Rifampicina;
T- Tetraciclina e V- Vancomicina ;

S — Sensivel; | — Intermediario e R — Resistente.



ANEXO VI

Fixador de Shaudinn modificado (Bruckner, 1993)
1. Solucgéo de sulfato de cobre:
- Sulfato de cobre Il sH,O 20g

- Agua destilada-deionizada 1000mL

2. Solucéao estoque

- Solugao de sulfato de cobre Il 600mL
- Alcool etilico a 95% 30mL
- Glicerina 15mL

3. Solucgao fixadora:
-Solucao estoque 100mL

- Acido acético glacial 5mL

Obs: adicionar o acido acético imediatamente antes do uso.

73



74

Coloracéao de tricromico de Wheatiey modificada por Gomori (Bruckner,

1993),

Tricrébmico:

- Cromotropo 2R 0,69
- Light green SF 0,29
- Acido fosfotungstico 0,79
- Acido acético gracial 1mL
- Agua destilada 100mL

Procedimento.

Apos fixadas as ,aminas foram tratadas como segue:
- Alcool 70% durante 5 min

- Alcool 70% iodado 1min

- Alcool 70% 5mim

- Alcool 70% 3 min

- Tricrémicro 13 min

- Alcool 90% acidificado de 1 a 3 segundos

- Alcool 100% para limpar

- Alcool 100% em duas cubas 3 min cada
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Meio Proteose Peptona Extrato de Levedo e Glicose (PYG) pH 6,5 + 0,2.

- Polipeptona 7,59
- Extrato de levedo 0,75¢g

- Sulfato de magnésio (MgS0,4.7H,0 ) 0,98g
- Cloreto de calcio (CaCl,.2H,0) 0,098g
- Citrato de sddio (Na3zCgH507.2H,0) 19

- Sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(S04)..6 H,O]  0,02g

- Diidrogenofosfato de potassio (KH2POy) 0,034g

- Hidrogenofosfato dissédico anidro 0,355¢g

- Glicose (CgH1206) 15¢g

- Agua destilada 1000mL
Preparacao

Dissolver todos os componentes, com excecao do CaCl, em 900 mL
de agua destilada. Adicionar o CaCl; atyé a completa dissolug¢ao. Distribuir em

vidro de Duran® e autoclavar (121°C/15min).



