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RESUMO

Objetivo: Descrever a microbiota conjuntival bacteriana de porta-
dores de degeneragéo macular relacionada a idade no peri-ope-
ratoério com uso de injegao intravitrea de antiangiogénico em um
esquema terapéutico trimestral. Metodologia: Foi realizado um
estudo de série de casos com 35 pacientes submetidos a injegcao
intravitrea de antiangiogénico para o tratamento de DMRI e 30 pa-
cientes controles sadios, na Fundagao Altino Ventura. O material
da conjuntiva foi coletado em 4 momentos: (t0) antes da primeira
aplicagdo de antiangiogénico; (t1) apos uso topico de 3 dias de
antibiotico; (t2) antes da terceira aplicacdo de antiangiogénico e
(t3) no retorno de 30 dias apdés término, para o grupo DMRI. Com
relagéo ao grupo controle, foi feita apenas uma coleta para o iso-
lamento bacteriano e fungico, correspondente a t0. A coleta foi
através de swab no fundo de saco conjuntival inferior, e colocado
em meio BHI. O processo de investigagéo microbioldgica seguia
as seguintes etapas: bacterioscopia, cultura e antibiograma. Re-
Sultados: para o grupo DMRI, ocorreu crescimento positivo das
culturas para os momentos t0, t1, t2 e t3, cujos percentuais fo-
ram respectivamente de 91,4%; 28,6%; 74,3% e 94,3%. Para o
grupo controle, foi realizada a cultura da microbiota apenas no
momento t0, evidenciando-se um percentual de 93,3% de culturas
positivas. Para ambos os grupos, verificou-se maior frequéncia de
bactérias Gram-positivas em todos os momentos, prevalecendo
as espécies Staphyloccocus aureus e Staphyloccocus coagula-
se negativo. Conclusdo: Néo existiu diferenga na distribuicao
dos micro-organismos isolados na conjuntiva dos portadores de
DMRI, comparada aos pacientes controles.

DESCRITORES
Degeneragdo Macular. Microbiota Conjuntival. Microbiologia
Ocular.

ABSTRACT

Objective: To describe the conjunctival bacterial flora of patients with
macular degeneration related to age in the perioperative period and
the use antiangiogenic intravitreal injection in a quarterly regimen.
Methodology: We performed a case series study with 35 patients
undergoing intravitreal antiangiogenic drug for the treatment of AMD
patients and 30 healthy controls, at the Altino Ventura Foundation.
The Conjunctival material was collected in 4 stages: (t0) before first
application of antiangiogenic, (t1) after topical use of antibiotics
during 3 days, (t2) before the 3rd application of antiangiogenic and
(t3) in the 30th day after termination, for the AMD group. Regarding
the control group, a collection for the bacterial and fungal isolation
was made, corresponding to t0. The collection was made through
swab in the inferior conjunctival sac, and incubated in BHI medium.
The process of microbiological investigation followed the following
steps: bacterioscopy, culture and antibiogram. Results: For the AMD
group, the growth was positive for cultures in times t0, t1, t2 and t3,
the percentages were respectively 91.4%, 28.6%, 74.3% and 94.3%.
For the control group, a microbial culture was performed only at the
t0 time, evidencing a percentage of 93.3% for positive cultures. For
both groups there was a higher frequency of Gram-positive at all
times, prevailing species Staphylococcus aureus and coagulase
negative Staphylococcus. Conclusion: there was no difference in
the distribution of microorganisms isolated in the conjunctiva of
patients with AMD, compared to control patients.

DESCRIPTORS
Macular Degeneration. Conjunctival Microbiota. Microbiology Eye.
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degeneracdo macular relacionada a

idade (DMRI) é responsavel por perda

visual grave e é a principal causa de
cegueira legal em pacientes idosos na maioria
dos paises desenvolvidos'2. A DMRI é uma
doencga caracterizada por alteragbes dege-
nerativas na parte central da retina, chamada
macula. Sua prevaléncia aumenta com a idade
afetando 8,5 a 27,9% da populagdo maior
que 75 anos. Das quatro principais causas de
cegueira legal, é a Unica em que a profilaxia
nao foi ainda bem equacionada®+.

O tratamento farmacolégico de
doencgas vitreorretinianas € uma importante
modalidade terapéutica em oftalmologia e, em
especial, no tratamento de doengas retinianas
como a DMRI®. Aintroducéao da terapia antian-
giogénica trouxe significantes avangos no ma-
nejo da DMRI, possibilitando que os pacientes,
hoje, disponha de uma modalidade efetiva de
tratamento que pode prevenir a cegueira e, em
muitos casos, recuperar a visdo*®. Aaplicagao
de drogas antiangiogénicas intra-ocularmente
€ uma técnica bastante difundida, sendo esta
menos complexa e mais precisa ao fornecer
quantidades suficientes de drogas aplicadas
diretamente sobre o tecido retiniano’.

Algumas das desvantagens da in-
jecao intravitrea sao os riscos inerentes ao
procedimento, que inclui a endoftalmite®. Esta
constitui uma das complicagbes mais graves e
de pior resultado funcional entre as afec¢des
oftalmoldgicas. E causada principalmente por
micro-organismos provenientes da microbiota
ocular que penetra no olho apds o proce-
dimento cirurgico, causando inflamagdo da
superficie ocular, dos compartimentos anterior
e posterior do olho, bem como das estruturas
adjacentes®®.

Estudos tém reportado incidéncias de
endoftalmites pds injecao intravitrea de drogas
antiangiogénicas variando de 0,019 a 1,6%
e, apesar desse risco ser baixo, a morbidade
das endoftalmites é bastante elevada'®'.
Especula-se que bactérias da MC poderiam
ganhar acesso direto ao vitreo no momento
da injecdo, carreada pela agulha, causando
endoftalmite®. Mdltiplas estratégias tém sido
utilizadas na profilaxia das endoftalmites
pos injegao, entretanto nenhuma é capaz de
prevenir completamente sua incidéncia. O uso
profilatico de antibiético é pratica comum em
procedimentos intraoculares, apesar de nao
existir consenso sobre os beneficios de seu
uso profilatico pdos inje¢ao de antiangiogénico
na prevencado de complicagdes inerentes a
sua aplicagao™.

E reconhecida a importancia da
microbiota conjuntival (MC) na fisiopatologia
da endoftalmite infecciosa®™ e um numero
consideravel de bactérias potencialmente pa-
togénicas pode residir na superficie ocular®'.
Usualmente, a microbiota conjuntival tem sido
relacionada também como principal fonte de
bactérias para infeccdes oculares e intraocu-
lares pos-operatéria e pds-traumatica’ 617,
Nas endoftamites pés-facectomia, bactérias
cultivadas a partir do vitreo foram genetica-
mente iguais as bactérias da microbiota da
conjuntiva, palpebras e mucosa nasal em 82%
dos casos'™.

O saco conjuntival, em virtude da
exposicao externa e sua continuidade com a
pele, apresenta microbiota bacteriana normal
e fungica transitéria’®. A MC pode ser fonte
de processos infecciosos quando o equilibrio
entre os processos de defesa é rompido's?,
ademais o conhecimento da microbiota central
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e transitéria do paciente pode auxiliar na deter-
minagao da terapia antibiotica profilatica mais
eficaz em prevenir a endoftalmite aguda®?°.

Assim, o objetivo deste estudo foi
descrever o tipo de microbiota bacteriana de
portadores de DMRI exudativa, no peri-ope-
ratério de injeg¢do intravitrea de antiangiogé-
nico, para um esquema terapéutico trimestral
em um centro oftalmolégico de referéncia no
Estado de Pernambuco.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo de série de
casos com 35 pacientes (35 olhos) acima de
50 anos, submetidos a injecao intravitrea de
antiangiogénico para tratamento de DMRI exu-
dativa (grupo DMRI), entre novembro de 2008
e novembro de 2009, atendidos na Fundacéao
Altino Ventura (FAV), centro oftalmoldgico de
referéncia em Pernambuco. Trinta pacientes
saudaveis, com idade superior a 50 anos,
também atendidos na FAV, compuseram o
grupo controle.

Os critérios de exclusao foram: usar
prétese no olho contra-lateral, ser portador de
glaucoma usuario de colirio hipotensor, fazer
uso de medicacao tépica ou lentes de contato,
ter realizado cirurgia ocular nos ultimos seis
meses, ser portador de diabetes mellitus, com
sinais de infecg¢ao ocular e ser portador de olho
seco e/ou alergia ocular com uso de colirios
de forma regular.

Todos os pacientes foram subme-
tidos previamente a exame oftalmolégico
completo. No presente estudo, tanto para
os pacientes DMRI como para os controles,
foram realizadas coletas da microbiota con-
juntival para identificacao bacteriana.

O material da conjuntiva foi coletado
em quatro tempos (t), nomeados, neste estu-
do, 10, t1, 12, t3. Os tempos foram assim cons-
tituidos: (t0) imediatamente antes da primeira
aplicagao de antiangiogénico; (t1) quatro dias
apo6s a primeira aplicacdo de antiangiogéni-
co (um dia seguinte a finalizagdo do uso de
antibidtico tépico profilatico); (t2) trinta dias
apos a segunda aplicagcéo de antiangiogénico,
imediatamente antes da terceira aplicagao;
(t3) trinta dias apds a terceira aplicagao de
antiangiogénico. Os pacientes do grupo con-
trole foram submetidos a uma Unica coleta,
com identificagdes bacterianas.

As coletas foram realizadas com
swab, no fundo de saco conjuntival inferior,
no olho portador da patologia em estudo, sem
tocar nas palpebras ou nos cilios. O material
foi distribuido em meio BHI para o isolamento
bacteriano. Apds a coleta, as amostras da
secrecgao conjuntival foram encaminhadas ao
Setor de Microbiologia Clinica do Laboratério
de Imunopatologia Keiso Asami (LIKA/UFPE),
dentro de um periodo que n&o ultrapassou
duas horas. O material foi incubado em estufa
bacteriologica em aerobiose a 36° C + 1, por
até cinco dias. Os tubos foram observados a
cada 24 horas para verificagdo do crescimento
bacteriano até a turvagao do meio. Na ausén-
cia de crescimento bacteriano no periodo de
cinco dias, as culturas foram desprezadas e
consideradas negativas.

O processo de investigacao bacteria-
na seguiu as seguintes etapas: (1) Bacterios-
copia: por meio da coloracao pelo método de
Gram; (2) Cultura: por meio da utilizacdo de
duas placas (agar Sangue e agar Levine) para
cultivo e posterior identificagcao bacteriana; (3)
Antibiograma: a partir do isolamento microbia-
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no e posterior aplicacdo ao teste de difusao
em disco de Kirby-Bauer, utilizando-se agar
Mueller Hinton. Os discos antibiéticos utiliza-
dos incluiram: tobramicina (10 pg), gentami-
cina (10 pg), cefalotina (30 pg), cloranfenicol
(30 pg), vancomicina (30 pg), neomicina (30
Mg), ciprofloxacina (5 pg), moxifloxacina (5 ug),
oxacilina (1 pg), ofloxacina (5 pg), cefotaxima
(30 pg) e cefoxitina (30 pg). Apds semeio do
in6culo, a placa foi incubada em estufa bac-
teriolégica em aerobiose a 36°C + 1, por 18
a 24 horas.

Os procedimentos metodoldgicos
foram iniciados apds aprovagao do Comité de
Etica da Fundagao Altino Ventura e, mediante
assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido por cada um dos pacientes,
incluidos no estudo.

RESULTADOS

Dos pacientes com a patologia (DMRI)
em estudo, 19 eram do sexo feminino (54,3%)
e 16 do masculino (45,7%). Amédia de idade
foide 67,75 £ 12,09 anos. Quanto aos pacien-
tes controles (C), 17 eram do sexo feminino
(56,7%) e 13 do masculino (43,3%), com
média de idade de 69,17 + 8,62 anos.

Os resultados das culturas bacterianas
da conjuntiva de DMRI e C para cada tempo
de coleta estao expressos na Tabela 1. Nos
pacientes DMRI, ocorreu maior nimero de
culturas positivas nos tempos 0, 2 e 3 (Tabela
1). Observou-se, igualmente, um menor nu-
mero de culturas positivas no tempo de coleta
posterior ao uso de antibidtico tdpico profilatico
(t1) em relacdo aos demais tempos (Tabela
1). Adistribuicao de culturas bacterianas tanto

positivas quanto negativas no C foram seme-
Ihantes aquelas dos DMRI em t0 (Tabela 1).

Na Tabela 2 estdo expressas as fre-
quéncias das bactérias isoladas nas culturas
das conjuntivas dos pacientes do grupo DMRI
e C. Ocorreu uma maior frequéncia de bac-
térias Gram-positivas em todos os tempos
de coleta (Tabela 2). Tanto nos C, como nos
DMRI, Staphyloccocus aureus foi a espécie
predominante em t0 (Tabela 2). Isto também
se repetiu para os DMRI em t1 (Tabela 2). Em
t2 e t3, Staphyloccocus coagulase negativo foi
a mais frequente (Tabela 2).

Os resultados relativos a sensibilidade
de colbnias bacterianas isoladas da conjuntiva
de pacientes do grupo DMRI e C encontram-
-se na Tabela 3. No DMRI, dentre os diversos
antimicrobianos testados, moxifloxacino foi o
unico que apresentou 100% de sensibilidade
em todos os tempos de coleta (Tabela 3).
Ainda no DMRI, para a oxacilina, observou-
-se a menor media de sensibilidade (92,2%)
quando considerados todos os tempos. Vale
salientar que em t0 no DMRI, os antibioticos
cloranfenicol, vancomicina e moxifloxacino
apresentaram 100% de sensibilidade para
todas as bactérias (Tabela 3). Do mesmo
modo, em t0 no grupo controle ocorreu 100%
de sensibilidade aos antibitticos: gentamici-
na, vancomicina e ofloxacino para todas as
bactérias isoladas (Tabela 3).

Na Tabela 4, pode-se observar a sen-
sibilidade aos antimicrobianos pelas espécies
bacterianas Gram-positivas: Staphyloccocus
aureus e Staphyloccocus coagulase negativo.
Moxifloxacino, neomicina e vancomicina apre-
sentaram 100% de sensibilidade aos isolados
Gram-positivos.
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Tabela 1. Culturas bacterianas da conjuntiva de pacientes portadores de DMRI
exudativa no peri-operatorio de injecao intravitrea de antiangiogénico para um esquema
terapéutico trimestral (DMRI) e de pacientes controles (C) da Fundagao Altino Ventura,
Pernambuco, 2008-2009.

t0 t1 t2 t3
PACIENTES
+ = + - + - + -

DMRI

n 32 03 10 25 26 09 33 02

% 914 8,6 28,6 71,4 74,3 25,7 94,3 5,7
C

n 28 02 - - - - - -

% 93,3 6,7 - - - - - -

DMRI: Degeneracdo Macular Relacionada a Idade. C: Controles. n: nimero de culturas bacterianas. %:
percentual do numero de culturas bacterianas. (t0) imediatamente antes da primeira aplicagdo de
antiangiogénico; (t1) quatro dias apds a primeira aplicacdo de antiangiogénico; (t2) trinta dias apds a
segunda aplicagao de antiangiogénico; (t3) trinta dias apds a terceira aplicagdo de antiangiogénico

DISCUSSAO

No presente estudo, foi descrita a mi-
crobiota bacteriana da conjuntiva de portado-
res de DMRI exsudativa durante um esquema
terapéutico trimestral de injecao intravitrea de
antiangiogénico. Ocorreu um predominio de
bactérias Gram-positivas, representadas por
Staphylococcus aureus e Staphylococcus
coagulase negativa. Além disso, foi observada
uma boa resposta de sensibilidade dos isola-
dos bacterianos aos antimicrobianos testados.
Esses achados foram confrontados a usua-
rios do servico de saude - Fundacao Altino
Ventura, contudo, ndo portadores de DMRI
(C). A distribuicao das culturas bacterianas
e a sensibilidade bacteriana aos antibioticos
examinados foram semelhantes em ambos os
pacientes (DMRI e C).

A frequéncia de culturas bacterianas
positivas na DMRI foi elevada em trés (10, t2,
t3), dos quatro tempos de coleta. Em t1, o nu-
mero reduzido de culturas positivas justifica-se

possivelmente pela utilizagao, nos trés dias
consecutivos anteriores a coleta, de antibiético
tépico profilatico. Esta pratica oftalmoldgica é
eficiente para reduzir a microbiota bacteriana
conjuntival no peri-operatério. Os dados aqui
apresentados corroboram os dados encon-
trados por Arantes et al (2008). Estes autores
verificaram que o uso de ciprofloxacino e ga-
tifloxacino promoveu redugcédo da microbiota
bacteriana conjuntival ao serem administrados
no pré-operatdrio de cirurgia de catarata.

A recuperagao da microbiota bacte-
riana, concebida por valores elevados de
culturas positivas em t2 e t3, pode indicar um
possivel restabelecimento do equilibrio da
microbiota na superficie do tecido conjuntival.
Podendo significar um fator de protegao contra
a colonizacao do tecido, por micro-organismos
oportunistas e patogénicos'®.

Alguns autores observaram em amos-
tras de Swabs usadas para avaliacdao da
microbiota da conjuntiva de pacientes sub-
metidos a procedimento oftalmoldgico, cresci-
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Tabela 4. Sensibilidade aos antimicrobianos das espécies bacterianas Gram-positivas de conjuntiva
em pacientes portadores de DMRI exudativa no peri-operatério de injecdo intravitrea de
antiangiogénico para um esquema terapéutico trimestral (DMRI) e de pacientes controles (C) da
Fundacéo Altino Ventura, Pernambuco, 2008-20009.

SENSIBILIDADE (%)
Staphyloccocus aureus Staphyloccocus coagulase
ANTIMICROBIANO
negativo
t0 t1 t2 t3 t0 t1 t2 t3
Cefalotina 100,0 100,0 100,0 90,0 100,0 100,0 93,7 100,0
Cefotaxima 95,4 100,0 70,0 80,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Cefoxitina 90,1 100,0 90,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Ciprofloxacina 90,1 80,0 90,0 90,0 100,0 100,0 93,7 100,0
Cloranfenicol 100,0 100,0 100,0 90,0 100,0 100,0 93,7 100,0
Gentamicina 86,4 100,0 100,0 90,0 87,5 100,0 100,0 100,0
Moxifloxacino 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Neomicina 100,0 100,0 100,0 90,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Ofloxacino 100,0 100,0 100,0 100,0 87,5 100,0 100,0 100,0
Oxacilina 90,1 100,0 80,0 100,0 75,0 100,0 93,7 100,0
Tobramicina 86,4 80,0 100,0 90,0 87,5 50,0 100,0 95,3
Vancomicina 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

DMRI: Degeneragdo Macular Relacionada a Idade. C: Controles. (t0) imediatamente antes da primeira aplicacdo de
antiangiogénico; (t1) quatro dias apés a primeira aplicagdo de antiangiogénico; (t2) trinta dias apds a segunda aplicagao
de antiangiogénico; (t3) trinta dias apos a terceira aplicagdo de antiangiogénico.

mento entre 62,9% e 82% de Staphyloccocus
coagulase negativo?®?'. Em relagao a identifi-
cacao bacteriana, o presente estudo corrobora
os achados da literatura que refere a alta fre-
quéncia de bactérias Gram-positivas, sobretu-
do Staphyloccocus aureus e Staphyloccocus
coagulase negativo. Em estudo realizado em
pacientes com endoftalmite pds cirurgica e
culturas positivas, entre 2006 e 2015, foi ob-
servada a presenca Staphyloccocus aureus e
Staphyloccocus coagulase negativo em 73%
desses isolamentos?.

Quando comparados os resultados

dos dois tempos de coleta finais (t2 e t3) e os
dois tempos de coleta iniciais (10 e t1), pode-se
observar diferencas quanto ao percentual de
S. aureus e S. coagulase negativo, pois, nos
tempos inicias houve maiores frequéncias
para S. aureus enquanto nos dois tempos
finais, houve o predominio de S. coagulase
negativa. A exposicao quase permanente da
conjuntiva ao meio externo é, talvez, uma
razao plausivel para se explicar a existéncia
de uma microbiota conjuntival variavel. Esta
microbiota se altera segundo alguns paréame-

tros, tais como: procedéncia dos individuos,
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patologias associadas, ocupacédo, idade e
estado imunitario do hospedeiro®'2, Igual-
mente, a microbiota conjuntival pode sofrer
variagdes geograficas e também sazonais.
Em um estudo conduzido em Madri (Espanha)
com 4.432 pacientes, verificou-se a distribui-
¢ao das bactérias da microbiota conjuntival de
acordo com os meses do ano. Foi sugerido
que certas diferengas no isolamento poderiam
estar associadas ao clima?*.

Aqui, em concordancia com outros es-
tudos, foi observada uma baixa frequéncia de
Gram-negativos, entretanto, com divergéncia
em relacdo aos tipos bacterianos isolados.
Enquanto no presente estudo foram encon-
tradas mais frequentemente Proteus mirabilis,
Serratia sp e Klebisiella sp. Em outros traba-
Ihos, os seguintes Gram-negativos foram mais
frequentes: Escherichia col?°, Acinetobacter
sp.(® e Pseudomonas aeruginosa?> 2.

De um modo geral no antibiograma,
observou-se uma boa resposta das bactérias
isoladas para os testes de sensibilidade. O
antimicrobiano oxacilina demostrou menor
percentual de sensibilidade para os isolados
em todos os momentos de coleta. Aresisténcia
a oxacilina representa grande preocupagao
para os oftalmologistas, pois usualmente,
esta associada a resisténcia aos beta-lac-
tamicos e pode apresentar um padrao de
resisténcia multipla a outros antimicrobianos,
como as quinolonas e aminoglicosideos. Em
um levantamento no sudeste do Brasil de

2000 a 2003, onde se avaliou S. aureus e S.

coagulase negativa da microbiota conjuntival
de pacientes no pré-operatorio, foi observada
resisténcia crescente a oxacilina ao longo do
tempo®”). Em um levantamento mais recente
feito com 1198 isolados da conjuntiva foi ob-
servado uma grande propor¢ao de isolados
de Staphylococcus apresentando resisténcia
a oxacilina e azitromicina?.

Moxifloxacino, um dos antimicrobianos
comumente usados na pratica oftalmolégica
como agentes profilaticos em cirurgias, teve
100% de sensibilidade em ambos os grupos. A
literatura tem demonstrado que fluoroquinolo-
nas mais atuais, como moxifloxacino, apresen-
tam menor CIM,, que as de antiga gerag&o?.
Este dado reveste-se de importancia, visto
que é fundamental a escolha do antibiético
adequado na profilaxia de endoftalmite.

Ressalta-se que os achados de sen-
sibilidade aqui mostrados sé&o dados in vitro
€ nao necessariamente implicam na sensibi-
lidade da bactéria ao antibiético in vivo. Estes
devem servir como uma orientacdo geral,
tendo em vista que a eficacia na pratica de-
pende da real concentrac&o inibitoria minima
atingida no tecido desejado®. Como o olho é
o 6rgao alvo, tem que ser considerada sua
penetragao nos varios estratos do olho, como
na cérnea, conjuntiva, humor aquoso e até no
humor vitreo.

Dados de um estudo de Barria Von et
al. indicaram que Staphyloccocus coagulase
negativo apresentou sensibilidade de apenas

47% ao clorafenicol enquanto Staphyloccocus
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aureus apresentou sensibilidade de 71,4%2%. A
sensibilidade dessas bactérias ao clorafenicol,
no presente estudo, foi surpreendentemente
maior. Um estudo recente de revisao reacen-
deu a importancia do uso do cloranfenicol no
tratamento de afec¢bes oculares frente ao
aumento da resisténcia as fluoroquinolonas®.
Ademais, os resultados referentes a suscep-
tibilidade a vancomicina no presente estudo
encontram amparo na literatura corrente?028,

Finalmente, este estudo teve como
modelo de investigacdo a descricdo da mi-
crobiota bacteriana durante o tratamento da
DMRI com injecao intravitrea de antiangiogé-

nico em um esquema terapéutico trimestral.
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