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RESUMO

O transplante de corneas proporciona a recuperacao da Vvisdo a um custo muito baixo.
Atualmente, é o principal tratamento para pessoas que apresentam distarbios de curvatura ou
transparéncia da cornea. No entanto, no Brasil, ndo ha um protocolo unificado sobre os meios
de preservacdo, tempo de armazenamento e antibioticos utilizados. A preocupagdo com a
eficiéncia dos meios de preservacdo, na descontaminacdo das corneas, € de que agentes
patogénicos sejam transferidos aos receptores de transplantes, causando infecgdes oculares
apos o transplante. Este artigo realizou um levantamento de referéncias teoricas, ja publicadas
e disponibilizados por plataformas digitais governamentais, assim como periddicos cientificos
buscados pelo portal de periddicos da Capes, e PubMed. O levantamento mostrou que estudos
baseados em cultivo de microrganismos, trazem Staphylococcus cagulase negativa em 30 a
100% das amostras isoladas de conjuntivas. Em menor quantidade estdo Streptococcus,
Corynebacterium e Propionibacterium. Bactérias Gram-negativas aparecem em ndmero
muito inferior, representadas pelos géneros Haemophilus, Neisseria, Pseudomonas,
Enterobacter, Escherichia, Proteus e Acinetobacter. J& os resultados baseados em técnicas
independentes de cultivo trazem Pseudomonas como a principal colonizadora da conjuntiva,
contrariando os resultados obtidos por técnicas dependentes de cultivo. Também, apresentam
uma diversidade muito maior de colonizadores, mostrando um potencial campo de estudos. O
globo ocular pode ter uma diversidade muito maior de espécies e potencias agentes
patogénicos, do que era esperado. Os principais meios de preservacao utilizados no Brasil,
levam os antimicrobianos gentamicina e estreptomicina em sua composicdo. A utilizacéo
desses antibioticos ja se mostra controversa, a medida em que muitas espécies bacterianas
isoladas dos meios de preservacdo e de infecgdes pds transplante, sdo resistentes a
gentamicina e algumas, resistentes a gentamicina e estreptomicina. A necessidade de se rever
0s antimicrobianos utilizados nos meios de preservacdo, seja por sua eficiéncia ou pelo grupo
alvo a ser atingido, j& que estudos indicaram a presenca de uma grande quantidade de
bactérias Gram-negativas no bioma ocular, pode levar ao desenvolvimento de um protocolo
unificado para utilizacdo no Brasil.

Palavras-chave: Microbiota ocular. Transplante de corneas. Meios de preservacao. Resisténcia
a antimicrobianos.



ABSTRACT

Corneal transplantation provides visual restoration at a low cost. Currently transplantation is
the main treatment for corneal curvature issues and corneal transparency disorders. However,
Brazil lacks a unified protocol on preservation, storage, and antibiotic treatment of corneal
tissue. The main concern with the efficiency of preservation and decontamination of corneas
is the possibility of postoperative eye infection due to pathogen transference. This article
performed a survey of theoretical references that have been published and made available in
governmental digital platforms, as well as scientific journals found in Capes and PubMed
resources. This survey reveals that studies based on microorganism cultures presented
coagulase-negative Staphylococcus in 30 to 100% of conjunctival isolated samples.
Streptococcus, Corynebacterium, and Propionibacterium were found in smaller amounts. The
number of gram-negative bacteria, such as Haemophilus, Neisseria, Pseudomonas,
Enterobacter, Escherichia, Proteus and Acinetobacter, was much lower in this kind of study.
On the other hand, studies based on independent cultivation techniques showed Pseudomonas
as the main conjunctival colonizer, contrary to the results obtained by cultivation-dependent
techniques. These studies also show greater variety of colonizers, which could be a new field
of study, as the human eye might have more species of bacteria and pathogens than
anticipated. The main means of corneal preservation used in Brazil contain the antimicrobials
gentamicin and streptomycin in their composition. The use of these antibiotics is
controversial, as many bacterial species isolated from preservation means and postoperative
infections are resistant to gentamicin and some resistant to both gentamicin and streptomycin.
These studies presenting a large quantity of gram-negative bacteria in the ocular biome show
that it is necessary to reassess the antimicrobials used in corneal preservation, which can lead
to the development of a unified protocol to be used in Brazil.

Keywords: Ocular microbiota. Corneal transplantation. Preservation media. Antimicrobial
resistance.
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1 INTRODUCAO

Estima-se, que o nimero de pessoas com deficiéncia visual triplique nas proximas
décadas, chegando a atingir 115 milhdes de pessoas até 2050 (Bourne et al. 2017). Porém,
80% das doencas oculares sdo consideradas evitaveis, o que demonstra a importancia do
investimento em politicas publicas de saude, na area de transplantes. O transplante de corneas
proporciona a recuperacao da visdo a um custo muito baixo (Brown et al. 2014). Atualmente,
é o principal tratamento para pessoas que apresentam distarbios de curvatura ou transparéncia
da cornea (Sousa and Sousa 2018).

No Brasil, o transplante de qualquer 6rgdo ou tecidos deve ser disponibilizado
gratuitamente, como forma de universalizar o seu alcance a toda populacdo. O Brasil é um dos
poucos paises no mundo, em que o custo do transplante é inteiramente coberto pelo sistema
publico de saude (Freitas et al. 2019). Ele pode ser realizado em instituicdes privadas, porém
o Sistema Unico de Saude (SUS) é o responsavel por coordenar o sistema de transplantes.

Em 2018, foram realizados no pais 14.809 transplantes de coOrnea (Associacdo
Brasileira de Transplante de Orgdos - ABTO 2018), apesar disso, esse numero ainda é
insuficiente para atender as necessidades atuais da populacdo brasileira. O Gltimo dado
divulgado pelo Ministério da Saude, sobre as listas de espera para doacdo, é datado de 2017,
onde 12.294 potenciais receptores de cdrneas, ativos e semiativos, esperavam para realizar o
procedimento de transplante.

A necessidade de aumentar a efetivagédo dos transplantes deve levar em consideragéo,
além das técnicas utilizadas, a manipulacéo das corneas. A qualidade dos tecidos oculares tem
influéncia no sucesso do procedimento (Cruz et al. 2017). Desde a remoc¢édo da cérnea até o
seu armazenamento, sdo tomadas medidas de precaucdo para que ndo haja contaminacdo dos
tecidos. Estudos vem indicando um aumento de contaminagdo dos tecidos, com culturas
positivas para fungos (Layer et al. 2014; Edelstein et al. 2016; Tran et al. 2019). Assim como
0 aumento de batérias multiresistentes a antimicromianos (Shalchi et al. 2011; Franci et al.
2015; Sharma et al. 2019).

O descarte de cdrneas, alem de reduzir as chances de transplantes efetivados,
representa custos ao setor puablico. A perda de material por apresentar contaminagéo
microbioldgica, € um fator que ndo contribui com a diminuicdo das filas de espera. Com
metodologia adequada, muitas vezes, essa perda poderia ser evitada. Estudos que

apresentaram dados de bancos de olhos brasileiros, onde mostraram que o descarte de corneas



pode chegar a 46,41% dos tecidos (Saldanha et al. 2009; Santos et al. 2010; Freitas et al.
2019).

O descarte dos tecidos pode ocorrer por diversos motivos, sorologia positiva,
contaminacdo do tecido, viabilidade da cornea, contra indicac@es clinicas (Bruinsma et al.
2013; Freitas et al. 2019). Os bancos de olhos séo extremamente criteriosos na selecdo dos
tecidos selecionados. E obrigatria a realizagio dos testes soroldgicos Anti-HIV 1 e 2,
HBsAg, Anti-HBc total e Anti-HCV, assim como é contraindicada a enucleacdo onde a causa
mortis tenha sido: morte de causa desconhecida; hepatite viral aguda; sepse; raiva; AIDS;
doenca de Creutzfeldt-Jakob; panencefalite sub-aguda esclerosante; rubéola congénita;
linfomas ativos disseminados; leucemias; sindrome de Reye; encefalite viral ativa ou
encefalite de origem desconhecida ou encefalopatia progressiva; leucoencefalopatia
multifocal progressiva; doenca neurolégica de diagnostico indeterminado (Anvisa 2008).

O descarte de material é realizado justamente por precaugdo, pois como em qualquer
transplante, pode ocorrer a transmissdo de patdégenos do doador ao receptor. Certa de 80% da
superficie ocular, de olhos enucleadas, apresenta bactérias colonizadoras (Panda et al. 2006).
Essas bactérias, assim como fungos, se levadas com o enxerto, podem acarretar casos graves
de infeccOes intraoculares (Antonios et al. 1991; Al-Assiri et al. 2006; Tran et al. 2019).

A legislacdo brasileira permite que a enucleacdo das corneas seja feita até 6 horas ap6s
a morte, a ndo ser que o corpo fique refrigerado (6 a 8 °C), onde é permitida a enucleacédo até
24h apds a morte (Anvisa 2008). Estudos tém mostrado que o tempo de armazenamento pode
aumentar as taxas de contaminacdo em 0,5 a 11%, dependendo dos antimicrobianos utilizados
(Armitage, W. John, Easty 1997; Borderie and Laroche 1998; Khouani et al. 2014). Estudos
sugerem que ap6s 5 dias de armazenamento, ocorra um aumento nas chances de
contaminacdo de 6 a 7% (Zanetti et al. 2005; Fontana et al. 2009).

No Brasil, ndo ha um banco de dados para acompanhamento apds realizado o
transplante. Portanto, ha apenas o dados do nimero de transplantes realizados, mas ndo do
sucesso das cirurgias ou se ocorreram complicacdes apds a realizacdo dos transplantes. Esse
tipo de acompanhamento, se mostra essencial a medida em que se pode correlacionar
infeccBes a microrganimos presentes nos doadores. A epidemiologia dos transplantes, poderia
acarretar em medidas mais efetivas de descontaminacdo de tecidos e, até mesmo, no
tratamento pos operatorio.

Atualmente ndo ha padronizacdo nos protocolos de armazenamento de cdrneas, como
a solucdo indicada, antimicrobianos utilizados, temperatura de armazenamento ou tempo de

armazenamento. Cabe as instituicbes de ensino e pesquisa, promoverem estudos que



minimizem as perdas de material e aprimorem a qualidade dos servigos publicos de satde. O
objetivo do trabalho é realizar um levantamento sobre a microbiota ocular de doadores de
cornea a fim de verificar uma possivel correlacdo com infecgbes pds-transplante, com o

intuito de fornecer dados para futuro aprimoramento de protocolos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Realizar levantamento sobre a microbiota ocular de doadores de cornea a fim de

verificar uma possivel correlacdo com infecgdes pds-transplante.

1.1.2 Objetivos especificos

S0 objetivos especificos do trabalho:

a) fazer um levantamento de dados disponibilizados em plataformas digitais
governamentais sobre transplantes de cdrnea realizados no pais;

b) realizar levantamento sobre as principais causas de inviabilidade de corneas para
transplante;

c) realizar um levantamento de microrganismos presentes em cdrnea de doadores com
potencial patogénico;

d) verificar a possivel relacdo de microrganismos patogénicos presentes no globo

ocular de doadores de corneas com infecgdes pos-transplante.
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Resumo

O transplante de corneas proporciona a recuperacdo da visdo a um custo muito baixo.
Atualmente, é o principal tratamento para pessoas que apresentam distdrbios de curvatura ou
transparéncia da cornea. No entanto, no Brasil, ndo hd um protocolo unificado sobre os meios
de preservacdo, tempo de armazenamento e antibidticos utilizados. A preocupacdo é que
agentes patogénicos sejam transferidos aos receptores de transplantes, causando infeccGes
oculares apds o transplante. Estudos baseados em cultivo de microrganismos, trazem
Staphylococcus coagulase negativa em 30 a 100% das amostras isoladas de conjuntivas. Em
menor quantidade estdo Streptococcus, Corynebacterium e Propionibacterium. Bactérias
Gram-negativas aparecem em namero muito inferior, representadas pelos géneros
Haemophilus, Neisseria, Pseudomonas, Enterobacter, Escherichia, Proteus e Acinetobacter.
Ja os resultados baseados em técnicas independentes de cultivo trazem Pseudomonas como a
principal colonizadora da conjuntiva, contrariado os resultados obtidos por técnicas
dependentes de cultivo. Também, apresentam uma diversidade muito maior de colonizadores,
mostrando um potencial campo de estudos. O globo ocular pode ter uma diversidade muito
maior de espécies e potencias agentes patogénicos, do que era esperado. Os principais meios
de preservacao utilizados no Brasil, levam os antimicrobianos gentamicina e estreptomicina
em sua composicdo, porém diversos estudos tém mostrado que as bactérias presentes nos
meios de preservacdo sdo resistentes a esses antibidticos. Esses dados apontam para a
necessidade de uma reavaliagdo da eficiéncia desses meios de preservagdo na
descontaminacdo das cOrneas para transplante.

Palavras chave: Microbiota ocular. Transplante de corneas. Meios de preservacgdo. Resisténcia
a antimicrobianos.
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Introducéo

Atualmente, o maior numero de transplantes de tecidos, realizados no mundo, é o de
corneas (Whitcher et al. 2001). Apesar desse dado, 0 nimero de doadores ainda se mostra
insuficiente, quando comparado ao numero de pacientes que aguardam em filas de
transplante. Um levantamento realizado em 2017, estima a necessidade anual de transplantes
de cdérnea no Brasil em 18.547, ja o numero de transplantes realizados é de 15.212
(Associacéo Brasileira de Transplante de Orgédos - ABTO 2017). A perda ou inviabilidade dos
tecidos se torna uma preocupacao, na medida em que esse fica indisponivel para transplante.

A contaminagdo microbioldgica é um dos motivos do maior numero de descartes de
corneas em bancos de olhos (Gruenert et al. 2017). Ao contrario da maior parte dos
medicamentos, utilizados na oftalmologia, onde se espera que aumente a eficacia ao longo de
anos de estudos e melhoramento, os antimicrobianos tém a eficacia diminuida pelo aumento
da resisténcia de microrganismos (Ta et al. 2003). Por esse motivo, é de extrema importancia
gue se conheca o microbioma ocular, a fim de identificar a relacdo de protecdo formada pela
prépria microbiota comensal (Grzybowski et al. 2017) e identificar possiveis patdgenos,
responsaveis por infecgdes pos-transplante.

A medida em que se compreende a relagdo complexa, que se da entre 0s
microrganismos que compdem a microbiota ocular, é possivel formular agdes mais
especificas de prevencdo ou de tratamento. Como prevencdo as infecc@es, antibidticos sdo
utilizados junto as solugcbes de armazenamento. Eles sdo adicionados no intuito de realizar a
descontaminacdo das corneas, porém essas solugdes nao tém se mostrado 100% eficientes. No
Brasil, os principais antimicrobianos utilizados em solugdes de armazenamento, s&o
Gentamicina e Estreptomicina (Pereira MLM, Santos AMC, Passos MC 2002), porém estudos
ja mostram que diversas espécies bacterianas apresentam resisténcia a esses antibidticos
(Farrell et al. 1991; Eastlund 2006).

Até o momento, ndo ha um protocolo que uniformize a utilizacdo de meios de
armazenamento, antimicrobianos mais eficientes, temperatura e tempo de estocagem de
corneas. A realizacdo de estudos comparando esses métodos se mostra necessaria, a medida
que o aprimoramento da metodologia podera resultar em uma perda menor de material, assim
como, evitar que microrganismos do doador ou, que cresceram junto aos meios de
preservacOes de cdrneas, sejam transmitidos aos receptores, j& que isso pode causar
endoftalmites graves e até mesmo, a perda do globo ocular. Este artigo de revisdo tem como

objetivo realizar levantamento sobre a microbiota ocular de doadores de cdrnea, para verificar
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uma possivel correlagdo com infecgbes pos-transplante, a fim de auxiliar futuros estudos

sobre metodologias e protocolos de armazenamento de corneas no Brasil.

Transplantes de cornea no Brasil

A cdrnea é a interface entre o olho e 0 ambiente externo, além da funcédo de protecao,
é a principal superficie de refracdo do olho (Niederkorn 2011). Quando a sua qualidade esta
comprometida, podem ocorrer diversos transtornos na visdo, incluindo a sua perda completa.
Dentre as principais causas da cegueira estdo: catarata (51%), glaucoma (8%), degeneracéo
macular relacionada a idade (5%), cegueira infantil e opacidade da cérnea (4%), erros
refrativos ndo corrigidos e tracoma (3%), retinopatia diabética (1%) e causas indeterminadas
(21%) (Pascolini and Mariotti 2012). Pesquisas mostram que as doencas de coOrneas
representam as principais causas das cegueiras reversiveis no mundo (Pascolini and Mariotti
2012; Cruz et al. 2017) e o transplante de crneas vem a ser um importante tratamento para
recuperar a visao.

No Brasil o Sistema Unico de Satde (SUS) é responsavel por coordenar o sistema de
transplantes, que deve ser disponibilizado a toda populacdo do pais sem custos,
universalizando o acesso aos transplantes e tratamento. A Politica Nacional de Transplantes
esta disciplinada na Lei n® 9.434/97 e Lei n° 10.211/01. Os transplantes podem ser realizados
por instituicbes publicas ou privadas, porém o procedimento deve ser gratuito, conforme
disposto em lei.

Apesar do SUS coordenar o sistema de transplantes, ha certa dificuldade de se estimar
quantos transplantes de cornea foram bem-sucedidos, pois ndo hd um banco de dados
centralizado para acompanhamento dos transplantados, no entanto, o Ministério da Saude
divulga dados sobre o nimero de transplantes realizados no pais. A Associacdo Brasileira de
Transplante de Orgdos (ABTO) traz em sua Gltima divulgacdo de dados de transplantes de
cornea que, no ano de 2018, foram realizados 14.809 transplantes. Os dados da ABTO sao
divulgados trimestralmente. O Ministério da Sadde divulgou, em sua plataforma digital,
dados sobre transplantes por regides, de 2011 a 2017. Infelizmente, desde entéo, esses dados
ndo foram mais atualizados. Foi na regido sudeste onde ocorreu o maior numero de
transplantes de cérnea em 2017, 8.213. Sendo Séo Paulo o Estado com o maior nimero de
transplantes realizados (69.4%). Ja a regido sul, realizou, no mesmo ano, 2.125 transplantes de

cérnea, onde o Rio Grande do Sul representou 32,2% (Fig. 1).
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Fig 1 Série histdrica do nimero de transplantes de cornea realizados no Brasil entre 2001 e 2017, nas seguintes
regides: centro oeste (CO); norte (N); nordeste (NE); sul (S) e sudeste (SE). Figura elaborada pela autora a partir
de dados disponibilizados no site do Ministério da Salde, Brasil

O Rio Grande do Sul teve o maior nimero de transplantes realizados entre os anos
2011 e 2012, 918 e 882 transplantes de cdrnea, respectivamente (Fig. 2). Desde entdo, ndo
tem mais atingido o nimero de transplantes realizados nos anos citados, sendo em 2017
realizados somente 699 transplantes, um pequeno aumento se comparado ao ano anterior,

porém 2016 teve o menor nimero de transplantes de cornea dos Ultimos 6 anos.
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Fig 2 Série histérica do nimero de transplantes de cornea realizados no Rio Grande do Sul, entre 2001 e 2017.
Figura elaborada pela autora a partir de dados disponibilizados no site do Ministério da Saude, Brasil

Apesar do transplante de cdrneas ser o transplante de tecidos mais realizado no mundo
(Whitcher et al. 2001), a demanda de doacdes ndo esta sendo suprida, principalmente pelo
numero insuficiente de doadores (Gain et al. 2016). Os nimeros da ABTO chamam atencao,
em 2018 dentre os potenciais doadores de 6rgao do Rio Grande do Sul, apenas 35,64% foram
efetivados, ou seja, de 505 potenciais doares, apenas 180 doadores efetivos e desses, 141
cujos orgaos foram transplantados. Na lista de espera para doagbes de cornea encontram-se
8.788 pacientes ativos, 0s nimeros variam muito por Estado, em Sdo Paulo existem 2.273
pacientes em lista de espera, j& no Rio Grande do Sul, este nimero cai para 49. Os numeros

sdo datados de dezembro de 2018 e ainda ndo foram divulgados dados mais atualizados.
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Segundo o Ministério da Salude, dentre os motivos para o baixo nimero de efetivacdo nas
doacdes estd a negativa familiar, responsavel por 43% das negativas, nos casos de entrevistas
com os familiares, porém 31% dos familiares nem chegaram a ser entrevistados. Os motivos
para ndo realizacdo das entrevistas ndo foram divulgados pelo Ministério, assim como nédo
foram divulgados dados discriminando os tipos de doagéo.

Devido ao namero insuficiente de doadores de cdrnea e as listas de espera, 0s Bancos
de Olhos acabam tendo um papel fundamental ndo s6 na captacdo, mas principalmente, em
dar boas condices de armazenamento e conservacdo para posterior efetivacdo dos
transplantes (Santos et al. 2010). Estudos indicam que, mesmo ap0s a autorizacdo para
doacgdo, uma grande parcela das corneas é descartada e ndo ha a efetivacdo do transplante. Em
um estudo realizado no Estado do Parana, entre os anos de 2011 e 2015, 45,6% das cOrneas
doadas foram descartadas, por diversos motivos, no Brasil esse nimero corresponde a 29,5%
(Freitas et al. 2019). Dentre os motivos do descarte estdo, em maior nimero, a sorologia
positiva, viabilidade e qualidade da cdrnea e, ainda que, em menor nimero, a contaminagdo

do tecido ocular.

Microbiota da superficie ocular humana

A microbiota normal € definida como as espécies de microrganismos presentes na
maioria dos individuos avaliados, em uma localizacdo particular (Kugadas and Gadjeva
2016). A conjuntiva, assim como margens da palpebra e lagrimas, apresenta uma quantidade
muito menor de espécies microbianas, quando comparada a outras mucosas, como a
superficie da mucosa oral. Mesmo em menor nimero, a superficie ocular esta continuamente
exposta ao ambiente e a diferentes espécies de microrganismos (Willcox 2013). O
desequilibrio na microbiota normal ou a inser¢do de espécies transitorias pode ter como
consequéncia o aparecimento de algumas doengas (Huang et al. 2016).

A microbiota da superficie ocular pode ser alterada por diversos fatores: ambientais,
doencas, uso de antibioticos (Miller and lovieno 2009; Zegans and Van Gelder 2014), dentre
outros. A sindrome do olho seco tem sido constantemente associada as condicGes
inflamatdrias da superficie ocular (Lee et al. 2012), pois a lubrificacao realizada pela lagrima,
que contém compostos antimicrobianos (McDermott 2013) contribui para que poucas
espécies de microrganismos se estabelecam na mucosa ocular.

Estudos baseados em métodos dependentes de cultivo tém mostrado uma

predominancia de bactérias Gram-positivas presentes na conjuntiva humana, especialmente 0s
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Staphylococcus coagulase negativa (SCN), isolados em 20 a 80% dos swabs de conjuntiva e
em 30 a 100% dos swabs de palpebras, assim como 0s géneros Streptococcus,
Corynebacterium, e Propionibacterium (P.acnes) (Tilman et al. 2002; Aradjo and Scarpi
2004; Miller and lovieno 2009; Willcox 2013; Doan et al. 2016; Kugadas and Gadjeva 2016),
com menor ocorréncia S.aureus, Micrococcus sp. Bacillus sp. Enterococcus sp., Lactobacillus
sp. (Willcox 2013). Também, embora em menor namero, alguns grupos de bactérias Gram-
negativas, tais como Haemophilus sp., Neisseria sp. (Miller and lovieno 2009), Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter sp, Escherichia coli, Proteus sp. e Acinetobacter sp. (Elander et al.
1992; Graham et al. 2007; Campos et al. 2009; Hsu et al. 2013; Willcox 2013), assim como
alguns grupos de fungos (Willcox 2013). J& nas pélpebras e/ou lagrimas podem ser
encontradas, em maior frequéncia, os SCN, como também Propionibacterium sp.,
Corynebacterium sp., S. aureus, Micrococcus sp. e Streptococcus sp. Novamente, em menor
namero, bactérias Gram-negativas, tais como: Moraxella sp., Pseudomonas sp., Neisseria sp.
e Proteus sp.(Willcox 2013).

Nos altimos anos, houve uma intensifica¢do da utilizacdo de métodos de identificacédo
independentes de cultivo, como PCR e sequenciamento utilizando o Gene 16SrRNA. Atraveés
dessa nova abordagem, outros géneros estdo sendo identificados como possiveis
colonizadores da conjuntiva ocular (Huang et al. 2016). Dentre os géneros encontrados por
pesquisadores, através de técnicas independentes de cultivo e, ndo citados acima, estdo:
Millisia, Anaerococcus, Finegoldia, Simonsiella, Veillonella (Huang et al. 2016),
Bradyrhizobium, Brevundimonas, Aquabacterium, Sphingomonas, Streptophyta e
Methylobacterium (Dong et al. 2011).

No mesmo estudo, Dong et.al. (2011) apresentam 12 géneros bacterianos constituindo
0 microbioma da conjuntiva, ordenados por frequéncia: Pseudomonas sp. (20%),
Propionibacterium (20%), Bradyrhizobium (16%), Corynebacteria (15%), Acinetobacter
(12%), Brevundomonas (5%), Staphylococcus (4%), Aquabacterium (2%), Sphingomonas
(1%), e Streptococcus (1%). Alguns outros estudos trazem Pseudomonas dentre as espécies
mais abundantes da conjuntiva. Pseudomonas, Elizabethkingia, Corynebacterium,
Staphylococcus, Delftia, Propionibacterium e Streptococcus representando 63.6% das
sequéncias (Doan et al. 2016), Pseudomonas sp., Bradyrhizobium sp., Acinetobacter sp.
dentre as mais abundantes (Lee et al. 2012; Zhou et al. 2014).

A frequéncia de espécies, apresentadas por métodos independentes de cultivo, nesses
estudos, surpreende na medida em que 0 género Pseudomonas aparece em elevada frequéncia

e ndo mais o SCN, como em resultados apresentados por técnicas dependentes de cultivo.
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Bactérias Gram-negativas sao as menos abundantes por isolamento e identificacdo de géneros
bacterianos por métodos dependentes de cultivo. Os diferentes locais do olho apresentam
microbiota diferenciada onde, Pseudomonas sp. se mostrara mais frequente nas palpebras e na
conjuntiva, porém ndo tdo frequentemente encontradas na superficie ocular (Ozkan et al.
2019).

A metodologia de anélise dependente de cultivo, acaba favorecendo microrganismos
com crescimento mais rapido e menos fastidiosos. Os meios de cultivo, assim como as
condicdes de crescimento fazem uma selecdo de espécies, 0 que ndo ocorre em metodos
independentes de cultivo. Estima-se que apenas 1% dos microrganismos seja cultivavel por
técnicas de rotina (Amann et al. 1995). Além da metodologia, condi¢cdes ambientais,
sazonalidade e faixa etaria podem ser fatores importantes na diferenca dos dados apresentados
(Miller and lovieno 2009; Zhou et al. 2014; Zegans and Van Gelder 2014). Nos estudos
avaliados, ndo houve diferenca estatistica na microbiota ocular entre homens e mulheres, mas
essa diferenca aparece entre faixas etérias avaliadas (Dong et al. 2011; Doan et al. 2016).

A introducdo de técnicas independentes de cultivo e de analises de metagendmica
mostraram uma microbiota ocular mais parecida com o da pele e ndo com o de outras
mucosas, como a boca e garganta (Grice et al. 2008). Estudos inferem que o microbioma
ocular pode ter se desenvolvido como resultado de interacfes fisicas entre a pele nas margens
das pélpebras ou os dedos com a superficie ocular (Berry et al. 2002; Graham et al. 2007),
assim como particulas de poeira, agua, polen etc. E importante definir quais o0s
microrganismos sdo transitorios e possiveis causadores de disturbios na composicdo do
microbioma e, quais microrganismos sdo comensais e contribuem para a manutencao desse
equilibrio (Huang et al. 2016).

Microbiota relacionada a infec¢des oculares

Apesar de ser conhecido que a microbiota normal auxilia na prote¢éo do olho, algumas
espécies presentes na conjuntiva contribuem com o aparecimento de doengas infecciosas e
autoimunes do olho, tais como ceratite, conjuntivite, endoftalmite e sindrome do olho seco
(Willcox 2013). Por esse motivo, é importante conhecer e distinguir a microbiota comensal da
microbiota transitoria. Mesmo com o aumento de estudos utilizando técnicas mais sensiveis,
ndo ha consenso sobre quantos filotipos realmente contribuem para o equilibrio microbiano
ocular e, compdem a microbiota normal, assim como nédo se sabe exatamente qual a relagéo

da adigé@o ou exclusao de espécies (Huang et al. 2016).
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Até 82% das endoftalmites poOs-cirdrgicas, em pacientes que reverteram cataratas,
podem ser causadas pela microbiota ocular (Speaker et al. 1991). Bactérias sdo os principais
agentes causadores de endoftalmites e os patdgenos Gram-positivos responsaveis por 60 a
80% das infeccBes agudas, sendo Staphylococcus coagulase negativa 0 microrganismo mais
comumente isolado (Gray et al. 2002; Durand 2013; Grzybowski et al. 2017), em menor
quantidade cocos Gram-positivos e Propinobacterium acnes (Durand 2013). Em estudos
avaliando 55 casos de endoftalmite, acometidas pds-transplante de cornea, 44 foram de
origem bacteriana com cultura comprovada, sendo 0 mesmo microrganismo isolado do
receptor e do doador em 56,8% dos casos (Kloess et al. 1993). Esses dados ressaltam a
importancia de compreender e monitorar a distribuicdo de microrganismos e infecgdes
oculares e sua resisténcia a antimicrobianos para melhor adequar o tratamento pré, peri e pos-
operatorio (Grzybowski et al. 2017). O aumento da incidéncia de infec¢bes fungicas, pds
transplantes de cdrneas, também aponta para a necessidade de revisdo de métodos de selecdo
de material (Tsui et al. 2016).

Bactérias Gram-negativas sdo muito comuns na superficie ocular de pessoas que
utilizam lentes de contato (Boost et al. 2017), sendo que o género Pseudomonas aparece
dentre as bactérias mais abundantes (Zhang et al. 2017), assim como aparece, também, na
microbiota da superficie de pessoas saudaveis, em andlises realizadas através de técnicas
independentes de cultivo. Outros géneros bacterianos, incluindo bactérias Gram-positivas,
também sdo relatados como presentes no microbioma de usuarios de lentes de contato, sdo
eles: Methylobacterium, Lactobacillus e Acinetobacter e em menor nimero Haemophilus,
Streptococcus, Staphylococcus e Corynebacterium spp (Zhang et al. 2017). Sabe-se que o
risco de infecces em usuérios de lentes de contato é aumentada, justamente pela falta de
contato com o filme lacrimal e de proteinas antimicrobianas presentes nele, mas também pela
friccdo mecanica na superficie ocular, onde hoje se sabe, ndo € estéril, ao contrario, apresenta
uma grande quantidade de microrganismos.

Em estudo avaliando Gram ou culturas positivas, em doares de tecidos de cornea e
relacionando a casos de infeccdo pos-transplante, de 46 resultados positivos, 42 foram
isoladas bactérias, 2 Candida, 1 Acanthamoeba e 1 levedura de brotamento inespecifica.
Dentre as espeécies bacterianas 11 foram SCN, 8 foram Propionibacterium acnes e, em menor
numero, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Peptostreptococcus anaerobius,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus viridans. Porém, foi possivel correlacionar a
infeccdo no receptor da cornea, apenas para Candida (Garg et al. 2013). Os resultados

encontrados pelos autores corroboram com outros estudos, ja citados, onde h& uma
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prevaléncia dessas espécies em métodos dependentes de cultivo, porém, deve-se levar em
consideracdo as limitagdes implicadas pela metodologia. O estudo também apresentou 10
culturas positivas, apenas com resultados de coloracdo de Gram, ndo tendo os géneros ou
espeécies identificados, ndo sendo possivel correlacionar os agentes com infecgdes posteriores.
Outros estudos de caso também relataram a transmissdo de Candida sp. do doador para o
hospedeiro (Koenig et al. 2009; Villarrubia and Cano-Ortiz 2014; Tsui et al. 2016)

Farrel et al. (1991) avaliaram 446 tecidos de cdrnea, onde 14,1% dos crescimentos em
cultura foram positivos. As espécies mais abundantes foram Streptococcus (41%),
Propionibacterium (23%) e Staphylococcus (22%), sendo a maior parte das espécies
resistentes a gentamicina. Apesar do artigo ndo relacionar as espécies encontradas as
endoftalmites nos receptores, os autores inferem que conhecer os agentes patogénicos serve
para selecionar antibiéticos para uso na cirurgia e, também, no periodo pds-operatorio, assim
como para modificar os meios de preservacdo em bancos de olhos, ja que a maior parte das
espécies encontradas eram resistentes a gentamicina.

Os estudos, que relacionam os agentes infecciosos presentes em doadores as
endoftalmites em receptores, foram todos desenvolvidos com técnicas que utilizam o cultivo
de microrganismos. A maior parte dos estudos ndo encontra correlacdo entre doador e
receptor, corroborando com os dados ja mencionados (Gomes et al. 1995; Borowsky et al.
2008). No entanto, os isolados de amostras oculares ndo sdo necessariamente 0s agentes
causadores de infeccGes oculares, ja que ocorre simultaneamente a presenca de diversas
bactérias na superficie ocular (Eguchi et al. 2017). Técnicas dependentes de cultivo, apesar de
menos precisas, ainda sdo as mais utilizadas, pelo baixo valor da anélise e facilidade em se
obter resultados, ja que técnicas mais robustas dependem de sequenciamento e analises de
bioinformatica.

A presenca de agentes patogénicos na cultura aumenta a probabilidade de
endoftalmites em até 1%, ja para fungos, poderia chegar a 1,23%, sendo que a identificacao
precoce do agente infeccioso permitiria um tratamento agressivo precoce e poderia prevenir
danos ou sequelas, como submeter o0 paciente a uma nova cirurgia (Garg et al. 2013).
Lembrando que as técnicas, mais comumente utilizadas, poderiam estar subestimando as
espécies presentes, portanto os agentes infecciosos ndo estariam aparecendo nas avaliacOes
dos contaminantes. A diferenca entre os resultados obtidos em cultura convencional e exames

de biologia molecular poderia afetar resultados clinicos (Eguchi et al. 2017).

Selec&o de cornea e solucBes de armazenamento
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No Brasil, a Resolucdo 67/08, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
regulamenta as contraindicacdes na utilizacdo de corneas doadas, tais como morte por sepse,
soropositivos para HIV, hepatite viral aguda. Também diagnéstico positivo para raiva e outras
doencgas associadas a microrganismos, com o intuito de ndo transferir patdgenos aos
receptores. Mesmo em doadores onde a causa mortis ou o histérico do doador ndo s&o
contraindicados para a doacéo de cdrneas, a presenca de microrganismos em olhos enucleados
é inevitavel, portanto, a avaliacdo do material € importantissima para que 0s microrganismos
ndo sejam levados do enxerto para o interior do olho receptor. Como controle da
contaminacdo, o material enucleado recebe banho de imersdo em colirio e, apds, o material é
armazenado em solucdes contendo antibioticos. Estudos onde foram analisadas a conjuntiva
de doadores mostra uma contaminacdo de 40 a 100% antes de qualquer tratamento e
preservacdo da cornea (Araujo and Scarpi 2004), porém, mesmo apos este tratamento, as
clrneas ndo se tornam estéreis, podendo ainda carregar algum tipo de microrganismo.

No Brasil, a temperatura de armazenamento, assim como o tempo, é definido pela
ANVISA na Resolucdo N° 67, de 30 de setembro de 2008, onde se indica 0 armazenamento
em refrigeradores com controle de temperatura de 2 a 8°C. Essa metodologia é a mais
difundida no mundo e a Unica utilizada na América do Norte (Armitage 2011), é
relativamente eficiente e facilmente reproduzida em bancos de olhos. J& na maior parte dos
bancos de olhos europeus, utilizam-se temperaturas de armazenamento das corneas, de 31 a
37°C. Essa temperatura ofereceria vantagens, quando comparada ao armazenamento a 4°C,
pois 0s microrganismos sdo metabolicamente mais ativos em temperaturas mais altas, pois
aumentado a eficiéncia dos antimicrobianos, aumenta também o tempo de armazenamento
pela viabilidade de células endoteliais (Armitage 2011; Gruenert et al. 2017).

O tempo de armazenamento dos 6rgdos determina a metodologia escolhida. Para
periodos mais longos, de até 48 dias, a temperatura recomendada é de 31 a 37°C, ja para
periodos curtos, até 14 dias, a temperatura recomendada é de 4°C (Jeng 2006). Na maior parte
do mundo, sdo utilizados periodos menores de armazenamento, por ter uma necessidade
constante de doaces, ou seja, a demanda é maior do que a quantidade de corneas disponiveis
para doacgéo. Isso explicaria a frequente utilizacdo de temperaturas de armazenamento a 4°C.
O interessante em se utilizar periodos mais longos de armazenamento seria a possibilidade de
fortalecer os testes de diagndsticos de patdgenos, possiveis causadores de infeccdes, antes da
realizacdo do transplante (Frueh and Bohnke 2000), porém, um problema de estocar corneas
por um periodo mais longo, pode vir a ser as possiveis alteracdes sofridas na composi¢do do

meio de estoque (Engelmann et al. 1998).
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Um estudo realizado na Nova Zelandia, comparando meios de preservacdo de corneas,
mostrou o Optisol-GS com um tempo de estocagem ideal médio de 3,5 dias (Patel et al.
2005), contrariando informacdes dos fabricantes, onde o tempo de utilizacdo indicado é de até
14 dias. No Brasil, os meios de preservacdo de médio prazo utilizados sdo Optisol-GS
(Bausch e Lomb, E.U.A.) e 0 Eusol-C (Al.Chi.Mia, Itlia), o tempo de preservacdo endotelial
da cornea, para ambos, é de 14 dias, 64% dos Bancos de Olhos no pais utilizam solugdes de
preservacdo com gentamicina e estreptomicina (Pereira MLM, Santos AMC, Passos MC
2002). Ja na Europa, os antimicrobianos utilizados junto as solu¢des de armazenamento séo
com mais frequéncia penicilina, estreptomicina e anfotericina B (Armitage 2011).

A utilizacdo da estreptomicina junto a gentamicina, com o intuito de aumentar o
espectro antimicrobiano contra bactérias contaminantes, diminuindo a possibilidade do
desenvolvimento de endoftalmites, foi introduzido no Optisol GS. Um problema da utilizacao
do Optisol GS ou Optisol G, que tem somente gentamicina em sua composi¢do, no Brasil,
seria a temperatura de armazenamento utilizada, que é de 4°C. A gentamicina e
estreptomicina sofrem um decréscimo em sua atividade a 4°C, quando comparada a 37°C,
além disso, seria necessario deixar a cornea em solucéo de estoque em temperatura ambiente
por 3 horas, antes da refrigeracdo (Durand 2013). Ainda, antes de realizar o procedimento
cirargico, seria necessario deixar, mais uma vez, a cérnea em temperatura ambiente, por cerca
de 1 hora (Lass et al. 1993). Apesar disso, ha relatos de que, apds a introducdo do meio
Optisol GS houve um decréscimo de 77% das endoftalmites causadas por bactérias, em
comparacdo com fungos e um aumento de 3.4 vezes de endoftalmites, causadas por fungos
quando tempo de estocagem das cOrneas era superior a 4 dias (Hassan and Wilhelmus 2005).

A gentamicina se tornou um antibiético amplamente utilizado nas solucbes de
armazenamento de cérneas em todo o mundo (Eastlund 2006), porém um estudo realizado
ainda em 1991 mostrou que bactérias resistentes a gentamicina ja eram encontradas nas
cdrneas estocadas, mesmo que essas nem sempre estivessem relacionadas a infeccdes pés-
transplante (Farrell et al. 1991). Embora o numero comprovado de infecgdes pds-operatorias
seja baixo, Eastlund (2006) sugere que esses dados sejam pouco estudados. Os pacientes que
apresentam um quadro de infeccdo poOs-operatorio nem sempre retornam ao hospital ou ao
profissional responsavel pelo transplante, por isso nem sempre esse dado é quantificado.
Assim como, seria necessario o isolamento do microrganismo presente na cérnea do doador
para comparar com 0 microrganismo causador da infeccdo pOs-transplante. Esse
acompanhamento é realizado em poucos casos, portanto esse dado poderia estar sendo

subestimado. As contra indicacdes do uso de coOrneas de pacientes com morte por sepse,
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ventilagdo mecénica ou outra enfermidade, citadas na RDC 67/2008, sdo justamente para
evitar que patdgenos sejam transmitidos junto com o tecido, como ja foi comprovado por
diversos estudos de caso (Gandhi et al. 1981; Leveille et al. 1983; Seedor et al. 1987; Robert
et al. 2002; Spelsberg et al. 2002).

Os géneros Streptococcus, Propionibacterium e Staphylococcus, assim como
difteroides, resistentes a gentamicina, sdo comumente encontrados nas solugdes de
armazenamento (Eastlund 2006). Em estudo avaliando a cultura de cdrneas em solugbes de
armazenamento com gentamicina e estreptomicina foi relatado crescimento de
microrganismos em 72,5% das amostras (Aradjo and Scarpi 2004), mostrando a ineficiéncia
dos meios de preservacdo, quanto a descontaminacao das cérneas. O mesmo estudo mostrou
que dos 76 isolados identificados, 81,6% sdo bactérias Gram-positivas, por ordem de
frequéncia, SNC em 44.8% dos casos, Corynebacterium sp. em 19,7%, Staphylococcus
aureus em 15,8% e Bacillus sp. em 1,3%. Lembrando que Staphylococcus coagulase negativa
€ 0 microrganismo mais comumente isolado em endoftalmites (Ciulla et al. 2002; Patel et al.
2005). Outro estudo, baseado em solucGes de armazenamento somente com gentamicina,
apresentou 81% dos Streptococcus, 60% dos Propionibacterium e 71% dos Staphylococcus
resistentes a esse antibidtico, 0 mesmo estudo mostrou que todos os isolados foram sensiveis
a Vancomicina (Farrell et al. 1991). Assim como um estudo de caso relatado por Khokhar et
al. (2002), indicando que a espécie Alcaligenes faecalis, resistente a Vancomicina, foi
responsavel por infeccdo na cérnea transplantada.

Em estudo realizado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre/RS, entre os anos de
2001 a 2003, analisando a positividade em halos doadores corneo-esclerais, preservados em
Optisol GS, dos 63 halos analisados, 11 apresentaram culturas positivas e, desses, quatro
foram por Staphylococcus epidermidis, um por Staphylococcus aureus, um por Serratia sp,
um por Pseudomonas aeruginosa, todas resistentes a gentamicina (Borowsky et al. 2008).
Baer et al, ainda em 1988, encontraram Streptococcus viridans resistentes a esse antibiotico e
relataram 3 casos de endoftalmites causadas por este patégeno. Assim como em um estudo
publicado por Fong et al. (1988) onde ndo foram eliminados estafilococos, estreptococos e
fungos. Para Broniek et al. (2018) a gentamicina ndo foi eficaz em inibir a replicacdo
bacteriana durante 0 armazenamento da cornea, em estudo realizado com cultura bacteriana
em corneas armazenadas em meio Eusol C.

O tempo de armazenamento das corneas se mostra determinante no aumento do risco
de contaminacdo (Hassan and Wilhelmus 2005). Segundo alguns estudos, o risco de

contaminacdo aumenta apds 5 dias de armazenamento (Antonios et al. 1991; Pels and
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Vrensen 1999), apesar dos meios de preservacdo como o Optisol-GS poderem manter as
cérneas com células endoteliais vidveis por até 14 dias a 4°C (Kanavi et al. 2015). A
recomendacao da “Eye Bank Association of America - EBAA” ¢ de que a enucleagdao do
bulbo ocular seja realizada, preferencialmente, nas primeiras seis horas apds o oObito. J& o
reimplante, tem como recomendacdo ideal, que seja realizado em até 4 dias apds a
enucleacdo. Estudos comparando diferentes combinagbes de antibidtico e antifingicos se
mostram necessarios, visando uma melhor efetividade na descontaminacdo de corneas para
doacdo. Cada vez mais, ocorrem casos de bactérias resistentes a antimicrobianos, mesmo na
comunidade onde as cdrneas para doacdo normalmente sdo capturadas. O aumento de
resisténcia a antimicrobianos se torna um desafio, ndo s6 no tratamento de doengas causadas

por microrganismos, mas também, na descontaminacédo de 6rgaos para doacéao.

Concluséao

Os estudos baseados em técnicas independentes de cultivo, mostraram haver uma
diversidade muito maior de bactérias que colonizam o globo ocular, do que se pensava existir.
Assim como mostrou que as bactérias presentes em maior frequéncia sdo do género
Pseudomonas e ndo SNC, como nos resultados de estudos baseados em crescimento em meios
de cultivo. Os antibioticos presentes nos meios de cultivo utilizados no Brasil, gentamicina e
estreptomicina, ja se mostram controversos, a medida em que muitas espécies bacterianas
isoladas dos meios de preservacdo e de infecgbes pds transplante, sdo resistentes a
gentamicina e algumas, resistentes a gentamicina e estreptomicina. A necessidade de se rever
0s antimicrobianos utilizados nos meios de preservacdo, seja por sua eficiéncia ou pelo grupo
alvo a ser atingido, ja que estudos mostraram haver uma grande quantidade de bactérias
Gram-negativas no bioma ocular, pode levar ao desenvolvimento de um protocolo unificado

para utilizagé&o no Brasil.
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3 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os estudos baseados em técnicas independentes de cultivo, mostraram haver uma
diversidade muito maior de bactérias que colonizam o globo ocular, do que se pensava existir.
Assim como mostraram que as bactérias presentes em maior frequéncia sdo do género
Pseudomonas e ndo SNC, como nos resultados de estudos baseados em crescimento em meios
de cultivo. A metagenémica, ampliou muito a gama de informacdes sobre a microbiota do
corpo humano, porém, por se acreditar que havia uma baixa diversidade de espécies
microbianas no bioma ocular, esse estudo acabou ficando de lado. O que tem mudado nos
ultimos anos, trazendo novas informag6es importantes. Os antibidticos presentes nos meios de
cultivo utilizados no Brasil, gentamicina e estreptomicina, j& se mostram controversos, a
medida em que muitas espécies bacterianas isoladas dos meios de preservacdo e de infeccdes
pés transplante, sdo resistentes a gentamicina e algumas, resistentes a gentamicina e
estreptomicina. A necessidade de se rever os antimicrobianos utilizados nos meios de
preservacdo, seja por sua eficiéncia ou pelo grupo alvo a ser atingido, ja que estudos
indicaram a presenca de uma grande quantidade de bactérias Gram-negativas no bioma
ocular, pode levar ao desenvolvimento de um protocolo unificado para utilizag&o no Brasil. A
auséncia de informacGes sobre o acompanhamento de pacientes transplantados e,
principalmente, sobre o sucesso dos procedimentos ou dos casos de infeccdes pos transplante,
dificulta a andlise de dados. O aumento da investigacdo das infeccdes pos transplante,
contribuiria para a elaboracdo de protocolos otimizados com fins de diminuir descarte de

tecidos e aumentar a eficiéncia na descontaminagéo, assim como a eficiéncia dos transplantes.
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