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RESUMO

Introducdo: O transplante de corneas € o principal tratamento para pessoas que
apresentam distlrbios de curvatura ou transparéncia da cornea. No Brasil, ndo ha
protocolo unificado para meios de preservacao, tempo de armazenamento e antibioticos
utilizados. A preocupacao é a de que patdégenos possam ser transferidos aos receptores
de transplantes. Objetivo: Realizar o levantamento da microbiota ocular de doadores de
corneas a fim de verificar uma possivel correlacao com infeccdes em receptores e, dessa
forma, auxiliar na melhoria de metodologias e protocolos de armazenamento de corneas.
Método: Foi conduzido a partir de revisao da literatura, nas bases de dados PubMed,
SciELO e nos portais: periddicos da CAPES, Anvisa, Ministério da Saide e ABTO, entre 2018 e
2020. Resultados: Estudos baseados em cultivo de microrganismos trazem Staphylococcus
coagulase negativa (SCN) de 30% a 100% das amostras isoladas de conjuntivas. Em menor
quantidade estao Streptococcus, Corynebacterium e Propionibacterium. Bactérias Gram-
negativas aparecem em numero inferior, representadas pelos géneros Haemophilus,
Neisseria, Pseudomonas, Enterobacter, Escherichia, Proteus e Acinetobacter. Ja as
técnicas independentes de cultivo trazem Pseudomonas como a principal colonizadora
da conjuntiva. Também apresentam uma diversidade maior de colonizadores, mostrando
um potencial campo de estudos, no qual a superficie ocular pode ter uma diversidade
muito maior de espécies e potenciais agentes patogénicos. Os principais meios de
preservacao utilizados no Brasil levam os antimicrobianos gentamicina e estreptomicina
em sua composicao, porém estudos tém mostrado que as bactérias presentes nos meios
de preservacao sédo resistentes a esses antibioticos. Conclusdes: Os dados apontam para a
necessidade de reavaliacédo da eficiéncia desses meios de preservacdo na descontaminacao
das corneas para transplante.

PALAVRAS-CHAVE: Microbiota; Transplante de Cornea; Meio de Preservacao; Resisténcia
a Antimicrobianos

ABSTRACT

Introduction: Corneal transplantation it is the main treatment for people who have
corneal curvature or transparency disorders. In Brazil, there is no unified protocol on the
means of preservation, storage time and antibiotics used. The concern is that pathogens
are transferred to transplant recipients, causing eye infections after transplantation.
Objective: Examine ocular microbiota of corneal donors, to verify a possible correlation
with infections in recipients and thus assist in improving corneal storage methodologies
and protocols. Method: Literature review conducted in PubMed, SciELO and the following
websites: CAPES Journals, Anvisa, Brazilian Ministry of Health and ABTO, between 2018
and 2020. Results: Studies based on microorganism’s cultivation show coagulase negative
Staphylococcus in 30% to 100% of samples isolated from conjunctiva. In lesser quantities
are Streptococcus, Corynebacterium and Propionibacterium. Gram-negative bacteria
appear in much lower numbers, represented by the genera Haemophilus, Neisseria,
Pseudomonas, Enterobacter, Escherichia, Proteus and Acinetobacter. On the other hand,
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s?

results based on independent cultivation techniques bring Pseudomonas as the main colonizer of the conjunctiva. Also, they have a
much greater diversity of colonizers, showing a potential field of study. The ocular surface may have a much greater diversity of species
and potential pathogens than was expected. The main means of preservation used in Brazil contain the antimicrobials gentamicin and
streptomycin in their composition; however, several studies have shown that bacteria present in the means of preservation are resistant
to these antibiotics. Conclusions: These data point to the need for a reassessment of the efficiency of these means of preservation in

decontaminating corneas for transplantation.

KEYWORDS: Microbiota; Corneal Transplantation; Mean of Preservation; Antibiotic Resistance

INTRODUCAO

0 ano de 2020 trouxe novos desafios na area da satde, impac-
tando diretamente a disponibilidade e os servicos de doacao
de o6rgaos. No dia 11 de marco de 2020, a Organizacdo Mundial
da Satde (OMS) declarou a pandemia de SARS-CoV-2. O Brasil,
durante o periodo da pandemia, por falta de direcionamento de
estratégias do governo federal coordenadas com os estados e
municipios brasileiros, atingiu, em abril de 2021, a triste marca
de 400 mil mortes, de acordo com os dados divulgados pelo por-
tal do Ministério da Salde'. Essa tragédia refletiu, também, na
diminuicdo da taxa de doac&o e transplantes no pais. O nimero
de transplantes de cornea no primeiro semestre de 2020 caiu
44,3%, comparado ao mesmo periodo do ano passado?.

0 nUmero de doadores se mostra insuficiente quando comparado
ao numero de pacientes que aguardam em filas de transplante.
Um levantamento realizado em 2019 estimou a necessidade
anual de transplantes de cornea no Brasil em 18.765, ja o nUmero
de transplantes realizados foi 14.943%. Porém, com a pandemia,
esse numero ficou ainda pior, ja que ocorreu a diminuicdao do
numero de doadores. De acordo com o levantamento da Agéncia
Brasileira de Transplantes de Orgaos (ABTO), os pacientes ativos
em lista de espera para transplante de cornea, nos primeiros seis
meses de 2020, ja eram mais de 12 mil2. A possibilidade de uti-
lizacdo de cdrneas de doadores que contrairam COVID-19 ainda
esta sendo discutida. Como ha um elevado nimero de pessoas
infectadas, a viabilidade das corneas estocadas de doadores nao
infectados por COVID-19 é ainda mais importante. A perda ou
inviabilidade dos tecidos se torna uma preocupacao na medida
em que ficam indisponiveis, sendo a contaminagao microbiolo-
gica um dos principais motivos de descarte de corneas em ban-
cos de olhos*. Ao contrario da maior parte dos medicamentos
utilizados na oftalmologia, dos quais se espera que aumentem a
eficacia ao longo de anos de estudos, os antimicrobianos tém a
eficacia diminuida pelo aumento da resisténcia de microrganis-
mos®. Por esse motivo, é de extrema importancia que se conheca
o microbioma ocular, a fim de identificar a relacao de protecao
formada pela prépria microbiota comensalé, entendimento da
fisiopatologia de diversas doencas oftalmoldgicas’ e identificar
possiveis patogenos, responsaveis por infeccdes pos-transplante.

A medida que se compreende a relacdo complexa que se da
entre os microrganismos que compdem a microbiota ocular, é
possivel formular acées mais especificas de prevencéo ou de tra-
tamento. Como prevencao as infeccoes, antibidticos sao utili-
zados junto aos meios de preservacao usados em protocolos de
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armazenamento. Eles sao adicionados no intuito de realizar a
descontaminacao das corneas, porém essas solucdes nao tém se
mostrado 100% eficientes. No Brasil, os principais antimicrobia-
nos utilizados em meios de preservacao sao a gentamicina e a
estreptomicina®, mas estudos ja mostram que diversas espécies
bacterianas apresentam resisténcia a esses antibidticos® .

Até o momento, nao ha um protocolo que uniformize a utilizacdo
de meios de preservacao, antimicrobianos mais eficientes, tempe-
ratura e tempo de estocagem de corneas. A realizacdo de estudos
comparando esses métodos se mostra necessaria, pois o aprimo-
ramento da metodologia podera resultar em uma perda menor de
material, assim como evitar que microrganismos do doador, ou
que cresceram junto aos meios de preservacao de corneas, sejam
transmitidos aos receptores, ja que isso pode causar endoftalmi-
tes graves e, até mesmo, a perda do globo ocular.

Este artigo de revisao teve como objetivo realizar levantamento
sobre a microbiota ocular de doadores de cornea para verificar
uma possivel correlacdo com infeccdes pos-transplante, a fim
de auxiliar futuros estudos sobre metodologias e protocolos de
armazenamento de corneas no Brasil.

METODO

Este trabalho foi realizado a partir de uma revisao da litera-
tura, nas bases de dados: PubMed, Scientific Electronic Library
Online (SciELO), Portal de Periddicos da Coordenacao de Aper-
feicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Portal da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), Ministério da
Saude e Associacdo Brasileira de Transplante de Orgaos (ABTO),
no periodo compreendido entre 2018 e 2020. Os trés primeiros
portais citados foram utilizados para a busca de artigos cienti-
ficos nacionais e internacionais, a partir das seguintes palavras-

» o«

-chave: “cornea transplant”, “corneal storage media”, “corneal
preservation”, “eye banking”, “ocular microbiome”, “eye infec-
tions”. Para a busca de dados relacionados a COVID-19, por se
tratar de uma literatura escassa até o momento da pesquisa,
além dos portais anteriores, foram realizadas buscas no Google
Académico, utilizando as palavras-chave “SARS-CoV-2 corneal
infection” e “COVID-19”. Os portais da Anvisa, do Ministério da
Saude e da ABTO foram utilizados para a coleta de dados livres,
publicados pelo governo brasileiro e pela ABTO. Para a selecao
de artigos, foram utilizados inicialmente critérios como o inte-
resse para o tema e a data de publicacao, a partir da leitura
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dos titulos. Apds a leitura dos titulos dos artigos, notou-se que
alguns deles se repetiram nas diferentes bases e que outros nao
preenchiam os critérios deste estudo. Apés uma pré-selecao,
foi avaliada a bibliografia utilizada no estudo, se estava atua-
lizada, o delineamento dos experimentos e a relevancia acerca
do tema. Foram considerados artigos publicados em portugués,
espanhol e inglés. Os textos foram entao selecionados para lei-
tura do resumo e excluidos os que nao diziam respeito ao propo-
sito deste estudo. Na selecao final, 87 artigos foram utilizados
para a elaboracao deste trabalho, sete deles da PubMed, quatro
da SciELO, 68 selecionados a partir de buscas no Portal de Peri-
odicos da CAPES e oito do Google Académico. A partir da leitura
completa dos artigos, foram retiradas as informagdes que condu-
ziram a escrita deste trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Transplantes de cérnea no Brasil

A cornea é a interface entre o olho e o ambiente externo. Além
da funcédo de protecdo, é a principal superficie de refracdo do
olho''. Quando a sua qualidade esta comprometida, podem ocor-
rer diversos transtornos na visao, incluindo a sua perda com-
pleta. Dentre as principais causas da cegueira estao: catarata
(51%), glaucoma (8%), degeneracdo macular relacionada a idade
(5%), cegueira infantil e opacidade da cornea (4%), erros refra-
tivos ndo corrigidos e tracoma (3%), retinopatia diabética (1%) e
causas indeterminadas (21%)'2. Pesquisas mostram que as doen-
cas de corneas representam as principais causas das cegueiras
reversiveis no mundo'" e o transplante de corneas vem a ser um
importante tratamento para recuperar a visao.

0 Sistema Unico de Satde (SUS) brasileiro é responsavel por coor-
denar o sistema de transplantes, que deve ser disponibilizado a
toda populacao do pais sem custos, universalizando o acesso aos
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transplantes e ao tratamento. A Politica Nacional de Transplan-
tes esta disciplinada na Lei n° 9.434, de 4 de fevereiro de 1997,
e Lein® 10.211, de 23 de marco de 2001. Os transplantes podem
ser realizados por instituicdes publicas ou privadas, porém o pro-
cedimento deve ser gratuito, conforme disposto em lei.

O Ministério da Saude divulga dados sobre o numero total de
transplantes realizados no pais. Porém, apesar de o SUS coor-
denar o sistema de transplantes, nao disponibiliza um banco de
dados centralizado para acompanhamento apos a realizacao dos
procedimentos, dificultando a estimativa do niumero de trans-
plantes de corneas bem-sucedidos.

A ABTO trouxe em sua Ultima divulgacao os dados de transplan-
tes de cornea de janeiro a junho de 2020, onde foram realiza-
dos 3.963 transplantes, pouco mais da metade dos transplantes
realizados no mesmo periodo do ano de 2019, 7.1122. A série
historica completa da ABTO?, com dados de 2012 a 2019, mostra
a Regido Sudeste com o maior nimero de transplantes de cornea
em 2019, 7.558, sendo Sao Paulo o estado com o maior nimero
de transplantes realizados (69,4%). Ja a Regido Sul realizou, no
mesmo ano, 2.209 transplantes de cornea, e o Rio Grande do Sul
representou 32,2% (Figura 1).

0 Rio Grande do Sul teve o maior numero de transplantes rea-
lizados entre os anos 2011 e 2012, 918 e 882 transplantes de
cornea, respectivamente (Figura 2). Desde entdo, ndo tem mais
atingido o nimero de transplantes realizados nos anos citados,
tendo, em 2019, realizado 727 transplantes.

Apesar de o transplante de corneas ser o transplante de teci-
dos mais realizado no mundo™, a demanda de doagdes nao esta
sendo suprida, principalmente pelo nimero insuficiente de
doadores'. Os numeros da ABTO chamam atencao, no primeiro
semestre de 2020 dentre os potenciais doadores de 6rgao do Rio
Grande do Sul, apenas 31,56% foram realizados, ou seja, de 301

Série historica (2001-2019)

mCO =N

O NE os O SE

Eonte: Elaborada pelos autores, 2020, a partir de dados divulgados pelo Ministério da Saude (2001 a 2017) e pela Associacao Brasileira de Transplante de

Orgaos (2012 a 2019).

Figura 1. Série historica do nimero de transplantes de cornea realizados no Brasil entre 2001 e 2019, nas seguintes Regides: Centro-Oeste (CO); Norte

(N); Nordeste (NE); Sul (S) e Sudeste (SE).
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Fonte: Elaborada pelos autores, 2020, a partir de dados divulgados pelo Ministério da Salide (2001 a 2017) e pela Associacao Brasileira de Transplante de

Orgaos (2012 a 2019).

Figura 2. Série histérica do nimero de transplantes de cornea realizados no Rio Grande do Sul, entre 2001 e 2019.

potenciais doadores, apenas 110 doadores efetivos e, desses,
95 cujos orgaos foram transplantados. Na lista de espera para
doacdes de cdrnea encontram-se 12.234 pacientes ativos, os
numeros variam muito por Estado. Em Sao Paulo existem 2.984
pacientes em lista de espera, ja no Rio Grande do Sul, este
numero cai para 201. Segundo o Ministério da Salude, dentre os
motivos para o baixo niUmero de efetivacao nas doagdes esta a
negativa familiar (43%) manifestada em entrevistas com os fami-
liares, porém, em 31% dos casos, os familiares nao chegam a ser
entrevistados. Os motivos para a nao realizacao das entrevistas
nédo foram divulgados pelo Ministério da Salde, assim como nao
foram divulgados dados discriminando os tipos de doacao.

Devido ao nimero insuficiente de doadores de cornea e as listas
de espera, os Bancos de Olhos acabam tendo um papel funda-
mental ndo s6 na captagdo, mas principalmente, em dar boas
condicoes de armazenamento e conservagao para posterior efe-
tivacdo dos transplantes'. Estudos indicam que, mesmo apos
a autorizacdo para doacado, uma grande parcela das corneas é
descartada e nao ha a efetivacao do transplante. Em estudo rea-
lizado no estado do Parana, entre os anos de 2011 e 2015, 45,6%
das corneas doadas foram descartadas por diversos motivos e, no
Brasil, esse niUmero correspondeu a 29,5%'". Dentre os motivos
do descarte estdao, em maior nimero, a sorologia positiva, a via-
bilidade e a qualidade da cérnea e, em menor nimero, a conta-
minacao do tecido ocular.

Microbiota da superficie ocular humana

A microbiota normal é definida como as espécies de microrga-
nismos presentes na maioria dos individuos avaliados, em uma
localizacdo particular®®. 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™. O desequilibrio na
microbiota normal ou a insercdo de espécies transitorias pode
ter como consequéncia o aparecimento de algumas doencas .
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A microbiota da superficie ocular pode ser alterada por diver-
sos fatores: ambientais, doencas, uso de antibi6ticos?'-?, dentre
outros. A sindrome do olho seco tem sido constantemente asso-
ciada as condicdes inflamatorias da superficie ocular?, pois a
lubrificacdo realizada pela lagrima, que contém compostos anti-
microbianos?4, contribui para que poucas espécies de microrga-
nismos se estabelecam na mucosa ocular.

Estudos baseados em métodos dependentes de cultivo tém mos-
trado uma predominancia de bactérias Gram-positivas presentes
na conjuntiva humana, especialmente Staphylococcus coagu-
lase negativa (SCN), isoladas em 20% a 80% dos swabs de con-
juntiva e em 30% a 100% dos swabs de palpebras; assim como
os géneros Streptococcus, Corynebacterium e Propionibacterium
(P acnes)'®19.22:252627.28 @ ' com menor ocorréncia, S. aureus, Micro-
coccus sp., Bacillus sp. Enterococcus sp., Lactobacillus sp.". Tam-
bém, embora em menor nimero, bactérias Gram-negativas, tais
como: Haemophilus sp., Neisseria sp.?, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter sp, Escherichia coli, Proteus sp. e Acinetobacter
sp. 922303132 3ssim como alguns grupos de fungos™. Ja nas palpe-
bras e/ou lagrimas podem ser encontrados, em maior frequéncia,
SCN, como também Propionibacterium sp., Corynebacterium sp.,
S. aureus, Micrococcus sp. e Streptococcus sp. Novamente, em
menor numero, bactérias Gram-negativas, tais como: Moraxella
sp., Pseudomonas sp., Neisseria sp. e Proteus sp.".

Nos ultimos anos, houve uma intensificacdo da utilizacdo de
métodos de identificacdo independentes de cultivo, como a rea-
cao em cadeia da polimerase (PCR) e o sequenciamento utili-
zando o gene 165 rRNA. Através dessa nova abordagem, outros
géneros estao sendo identificados como possiveis colonizadores
da conjuntiva ocular®. Dentre os géneros encontrados por pes-
quisadores através de técnicas independentes de cultivo e nao
citados acima, estdo: Millisia, Anaerococcus, Finegoldia, Simon-
siella, Veillonella®®, Bradyrhizobium, Brevundimonas, Aquabac-
terium, Sphingomonas, Streptophyta e Methylobacterium®.

No mesmo estudo, Dong et al.?® apresentaram 12 géneros bacte-
rianos constituindo o microbioma da conjuntiva, ordenados por
frequéncia: Pseudomonas sp. (20%), Propionibacterium (20%),
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Bradyrhizobium (16%), Corynebacteria (15%), Acinetobacter
(12%), Brevundomonas (5%), Staphylococcus (4%), Aquabacterium
(2%), Sphingomonas (1%) e Streptococcus (1%). O género Pseu-
domonas ¢é citado por outros estudos dentre os microrganismos
mais abundantes da conjuntiva, por técnicas independentes de
cultivo. Lee et al.? encontraram Pseudomonas, Elizabethkingia,
Corynebacterium, Staphylococcus, Delftia, Propionibacterium e
Streptococcus representando 63,6% das sequéncias. Novamente,
Pseudomonas sp. foi a sequéncia mais abundante nos estudos de
Zhou et al.**, seguido por Bradyrhizobium sp. e Acinetobacter sp.

A frequéncia de espécies apresentadas por métodos independen-
tes de cultivo, nesses estudos, surpreende na medida em que o
género Pseudomonas aparece em elevada frequéncia, e ndo mais
SCN, como em resultados apresentados por técnicas dependen-
tes de cultivo. Bactérias Gram-negativas sao as menos abundan-
tes por isolamento e identificacdo de géneros bacterianos por
métodos dependentes de cultivo. Os diferentes locais do olho
apresentam microbiota diferenciada onde Pseudomonas sp. se
mostrou mais frequente, nas palpebras e na conjuntiva, porém
nao é tao frequentemente encontrada na superficie ocular®.

A metodologia de analise dependente de cultivo, acaba favore-
cendo microrganismos com crescimento mais rapido e menos fas-
tidiosos®*¢3, Os meios de cultivo, assim como as condicoes de
crescimento fazem uma selecdo de espécies, o que nao ocorre
em métodos independentes de cultivo. Estima-se que apenas 1%
dos microrganismos sejam cultivaveis por técnicas de rotina®.
Além da metodologia, condicées ambientais, sazonalidade e
faixa etaria podem ser fatores importantes na diferenca dos
dados apresentados?"?23*, Nos estudos avaliados, nao houve dife-
renca estatistica na microbiota ocular entre homens e mulheres,
mas essa diferenca aparece entre faixas etarias avaliadas?®.

A introducao de técnicas independentes de cultivo e de analises
de metagenémica mostrou uma microbiota ocular mais parecida
com a da pele, e nao com a de outras mucosas, como a boca e
garganta®. Estudos inferem que o microbioma ocular pode ter se
desenvolvido como resultado de interacoes fisicas entre a pele nas
margens das palpebras ou os dedos com a superficie ocular®’ %,
assim como particulas de poeira, agua, pélen etc. E importante
definir quais os microrganismos sao transitorios e possiveis cau-
sadores de distUrbios na composicdo do microbioma e quais sao
comensais e contribuem para a manutencao desse equilibrio®.

Microbiota relacionada a infec¢des oculares

Apesar de ser conhecido que a microbiota normal auxilia na pro-
tecdo do olho, algumas espécies presentes na conjuntiva contri-
buem com o aparecimento de doencas infecciosas e autoimunes
do olho, tais como: ceratite, conjuntivite, endoftalmite e sin-
drome do olho seco®. Por esse motivo, € importante conhecer
e distinguir a microbiota comensal da microbiota transitoria.
Mesmo com o aumento de estudos utilizando técnicas mais sen-
siveis, nao ha consenso sobre quantos filotipos realmente contri-
buem para o equilibrio microbiano ocular e compéem a micro-
biota normal, assim como nao se sabe exatamente qual a relacao
da adicdo ou exclusao de espécies®.
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Até 82% das endoftalmites pos-cirdrgicas em pacientes que rever-
teram cataratas podem ser causadas pela microbiota ocular®'.
Bactérias sdo os principais agentes causadores de endoftalmites
e os patogenos Gram-positivos responsaveis por 60% a 80% das
infeccoes agudas, sendo SCN o microrganismo mais comumente
isolado®“* e, em menor quantidade, cocos Gram-positivos e
P. acnes®. Em estudos que avaliaram 55 casos de endoftalmite
acometidos apos transplante de cornea, 44 foram de origem bac-
teriana com cultura comprovada, sendo o mesmo microrganismo
isolado do receptor e do doador em 56,8% dos casos*. Esses
dados ressaltam a importancia de se compreender e monitorar
a distribuicdo de microrganismos e infeccoes oculares e a sua
resisténcia a antimicrobianos para melhor adequar o tratamento
pré, peri e pos-operatorio®. O aumento da incidéncia de infec-
coes flungicas pos-transplantes de corneas também aponta para
a necessidade de revisdao de métodos de selecao de material®.

Bactérias Gram-negativas sdo muito comuns na superficie ocular
de pessoas que utilizam lentes de contato*, sendo que o género
Pseudomonas aparece dentre as bactérias mais abundantes,
assim como aparece, também, na microbiota da superficie de
pessoas saudaveis, em analises realizadas através de técnicas
independentes de cultivo. Outros géneros bacterianos, incluindo
bactérias Gram-positivas, também sao relatados como presen-
tes no microbioma de usuarios de lentes de contato, sao eles:
Methylobacterium, Lactobacillus e Acinetobacter e, em menor
nUmero, Haemophilus, Streptococcus, Staphylococcus e Coryne-
bacterium spp*. Sabe-se que o risco de infeccdes em usuarios
de lentes de contato é aumentado pela falta de contato com
o filme lacrimal e de proteinas antimicrobianas presentes nele,
mas também pela friccdo mecanica na superficie ocular que,
hoje se sabe, nao é estéril, ao contrario, apresenta uma grande
quantidade de microrganismos.

Em estudo avaliando Gram ou culturas positivas em doado-
res de tecidos de coérnea relacionados com casos de infeccao
pos-transplante, de 46 resultados positivos, 42 isolados foram
por bactérias, dois por Candida, um por Acanthamoeba e um
por levedura de brotamento inespecifica. Dentre as espécies
bacterianas, 11 foram por SCN, oito foram por P. acnes e, em
menor nimero, Enterococcus faecalis, E. coli, Peptostreptococ-
cus anaerobius, P. aeruginosa, Streptococcus viridans. Porém, foi
possivel correlacionar a infeccdo no receptor da cornea, apenas
para Candida®. Os resultados encontrados pelos autores corro-
boram com outros estudos, ja citados, nos quais ha prevaléncia
dessas espécies em métodos dependentes de cultivo, porém,
deve-se levar em consideracao as limitacdes implicadas pela
metodologia. O estudo também apresentou dez culturas positi-
vas, apenas com resultados de coloracao de Gram, nao tendo os
géneros ou espécies sido identificados e ndo sendo possivel corre-
lacionar os agentes com infeccoes posteriores. Outros estudos de
caso também relataram a transmissao de Candida sp. do doador
para o hospedeiro*#9:50,

Farrel et al.? avaliaram 446 tecidos de cornea, e 14,1% dos cres-
cimentos em cultura foram positivos. As espécies mais abundan-
tes foram: Streptococcus (41%), Propionibacterium (23%) e Sta-
phylococcus (22%), sendo a maior parte das espécies resistentes
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a gentamicina®. Apesar de o artigo nao relacionar as espécies
encontradas as endoftalmites nos receptores, os autores inferi-
ram que conhecer os agentes patogénicos serve para selecionar
antibioticos para uso na cirurgia e, também, no periodo pos-ope-
ratorio, assim como para modificar os meios de preservacdo em
bancos de olhos, ja que a maior parte das espécies encontradas
era resistente a gentamicina.

Os estudos que relacionam os agentes infecciosos presentes em
doadores as endoftalmites em receptores foram todos desen-
volvidos com técnicas que utilizam o cultivo de microrganis-
mos. A maior parte dos estudos nao encontra correlacao entre
doador e receptor, corroborando com os dados ja menciona-
dos®2, No entanto, os isolados de amostras oculares nao sao
necessariamente os agentes causadores de infeccoes oculares,
ja que ocorre simultaneamente a presenca de diversas bacté-
rias na superficie ocular®. Técnicas dependentes de cultivo,
apesar de menos precisas, ainda sao as mais utilizadas, pelo
baixo valor da analise e pela 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 pro-
babilidade de endoftalmites em até 1%, ja para fungos, poderia
chegar a 1,23%, sendo que a identificacdo precoce do agente
infeccioso permitiria a antecipacao de um tratamento agressivo,
0 que poderia prevenir danos ou sequelas, como submeter o
paciente a uma nova cirurgia®. Lembrando que as técnicas mais
comumente utilizadas poderiam estar subestimando as espécies
presentes’, portanto os agentes infecciosos nao estariam apare-
cendo nas avaliacdes dos contaminantes. A diferenca entre os
resultados obtidos em cultura convencional e exames de biologia
molecular poderia afetar resultados clinicos®.

Apesar da grande presenca de bactérias como agentes patogé-
nicos, o alto indice de infeccdes pelo novo SARS-CoV-2 se faz
importante nesta discussdao. Em setembro de 2020, os nimeros
chamam atencao: sao quase 30 milhdes de casos de COVID-19
e quase um milhao de mortos no mundo®*. Atualmente as cor-
neas afetadas por SARS-CoV-2 estao sendo descartadas, devido
a sua alta transmissibilidade e possivel presenca na conjuntiva,
podendo ocasionar infeccao aos receptores®. Alguns estudos
indicam uma baixa frequéncia de implicacdes preocupantes para
a doagao de tecidos da cornea, porém alguns casos relatados
na China e Singapura demonstraram pacientes com sintomas
oculares, como conjuntivites predominantemente em pacien-
tes com doenca sistémica grave®®575%% podendo ser detectado
na lagrima ou secregdes conjuntivais. Contudo, Ang et al.*®® e
Desautels et al.>> argumentaram que os sintomas oculares podem
ter sido causados pelos ventiladores utilizados no tratamento.

Atualmente nao ha evidéncias de que o virus SARS-CoV-2 possa
infectar tecidos corneanos mais profundos em pacientes com
COVID-19, mas os estudos ainda sao baseados em observacoes
em animais e in vitro®', assim como ainda ndo se pode inferir
que haja uma carga viral consideravel no estroma e endotélio
corneano, que possa causar riscos significativos aos recepto-
rest>%, Ainda que Xia et al.* sugeriram que o SARS-CoV-2 possa

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Reali C et al. Microbiota de doadores de cornea

ser transmitido através do olho, o estudo foi baseado em um
nimero muito baixo de observagdes. Um estudo recente, publi-
cado em agosto de 2020, avaliou cinco doadores de corneas
quanto a expressao viral. Os epitélios corneano e conjuntival
expressam ACE2, DC-SIGN/DC-SIGNR e TMPRSS2, sugerindo que
a superficie ocular é uma rota potencial para a transmissao de
SARS-CoV-2 e que o risco de transmissao viral com o transplante
de cornea nao pode ser descartado devido a presenca de ACE2
no epitélio e endotélio da cornea®. A priori, suspeitava-se que o
virus se alojava superficialmente, portanto seria possivel fazer a
esterilizacdo local com solucédo de lodopovidona apds a excisao
do doador®>¢, porém estudos recentes ja demonstram resultados
contrarios. Claramente sao necessarios mais estudos para inferir
se as corneas de doadores positivados para COVID-19 podem ou
nao ser utilizadas.

Selecao de cérnea e meios de preservacao

No Brasil, a Resolucao n° 67, de 30 de setembro de 2008, da
Anvisa, regulamenta as contraindicacdes na utilizacdo de cor-
neas doadas, tais como morte por sepse, soropositivos para HIV,
hepatite viral aguda. Também diagndstico positivo para raiva e
outras doencas associadas a microrganismos, com o intuito de
nao transferir patogenos aos receptores. Mesmo em doadores em
que a causa mortis ou o seu histérico ndao sdo contraindicados
para a doacdo de cérneas, a presenca de microrganismos em
olhos enucleados é inevitavel, portanto, a avaliacdo do material
€ importantissima para que os microrganismos nao sejam levados
do enxerto para o interior do olho receptor. Como controle da
contaminacao, o material enucleado recebe banho de imersao
em colirio e, apos, o material é armazenado em solugdes con-
tendo antibidticos. Estudos nos quais foram analisadas a conjun-
tiva de doadores mostraram uma contaminacao de 40% a 100%
antes de qualquer tratamento e preservacao da cérnea?, porém,
mesmo apos este tratamento, as corneas ndo se tornaram esté-
reis, podendo ainda carregar algum tipo de microrganismo.

No Brasil, a temperatura de armazenamento, assim como o
tempo, sao definidos pela Anvisa na Resolucdo n° 67/2008, que
indica o armazenamento em refrigeradores com controle de
temperatura de 2°C a 8°C. Essa metodologia é a mais difundida
no mundo e a Unica utilizada na América do Norte®, e é relati-
vamente eficiente e facilmente reproduzida em bancos de olhos.
Ja na maior parte dos bancos de olhos europeus, utilizam-se
temperaturas de armazenamento das corneas, de 31°C a 37°C.
Essa temperatura ofereceria vantagens quando comparada ao
armazenamento a 4°C, pois os microrganismos sao metabolica-
mente mais ativos em temperaturas mais altas, aumentando a
eficiéncia dos antimicrobianos e também o tempo de armazena-
mento pela viabilidade de células endoteliais**’.

0 tempo de armazenamento dos orgaos determina a metodologia
escolhida. Para periodos mais longos, de até 48 dias, a tempe-
ratura recomendada é de 31°C a 37°C, ja para periodos curtos,
até 14 dias, a temperatura recomendada é de 4°C%. Na maior
parte do mundo, sao utilizados periodos menores de armazena-
mento, por ter uma necessidade constante de doagbes, ou seja,
a demanda é maior do que a quantidade de cérneas disponiveis
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para doacao. Isso explicaria a frequente utilizacao de tempe-
raturas de armazenamento a 4°C. O interessante em se utilizar
periodos mais longos de armazenamento seria a possibilidade
de fortalecer os testes de diagnosticos de patdgenos, possiveis
causadores de infeccoes, antes da realizacao do transplante®,
porém, um problema de estocar corneas por um periodo mais
longo pode vir a ser as possiveis alteracoes sofridas na composi-
cao do meio de estoque’™.

Um estudo realizado na Nova Zelandia comparando meios de
preservacao de corneas mostrou o Optisol-GS com um tempo de
estocagem ideal médio de 3,5 dias’’, contrariando informacées
dos fabricantes, para os quais o tempo de utilizacdo indicado
é de até 14 dias. No Brasil, os meios de preservacdo de médio
prazo utilizados sao Optisol-GS (Bausch & Lomb, EUA) e o Eusol-C
(AL.Chi.Mia, Italia), o tempo de preservacao endotelial da cor-
nea, para ambos, € de 14 dias, e 64% dos Bancos de Olhos no pais
utilizam solucoes de preservacao com gentamicina e estreptomi-
cina®. Ja na Europa, os antimicrobianos utilizados junto as solu-
coes de armazenamento sdo, com mais frequéncia: penicilina,
estreptomicina e anfotericina B®.

A utilizacdo da estreptomicina junto a gentamicina, com o
intuito de aumentar o espectro antimicrobiano contra bactérias
contaminantes e diminuir a possibilidade do desenvolvimento de
endoftalmites, foi introduzida no Optisol GS. Um problema da
utilizacdo do Optisol GS ou Optisol G, que tem somente genta-
micina em sua composicao, no Brasil, seria a temperatura de
armazenamento utilizada, que é de 4°C. A gentamicina e estrep-
tomicina sofrem um decréscimo em sua atividade a 4°C, quando
comparada a 37°C, além disso, seria necessario deixar a cor-
nea em solucao de estoque em temperatura ambiente por 3 h,
antes da refrigeracao®. Ainda, antes de realizar o procedimento
cirdrgico, seria necessario deixar, mais uma vez, a cornea em
temperatura ambiente, por cerca de 1 h’2, Apesar disso, ha rela-
tos de que, apos a introducdo do meio Optisol GS, houve um
decréscimo de 77% das endoftalmites causadas por bactérias, em
comparacao com fungos e um aumento de 3,4 vezes de endof-
talmites, causadas por fungos quando o tempo de estocagem das
corneas foi superior a 4 dias”.

A gentamicina se tornou um antibidtico amplamente utilizado
nos meios de preservacao de corneas em todo o mundo', porém
um estudo realizado ainda em 1991 mostrou que bactérias resis-
tentes a gentamicina ja eram encontradas nas corneas estoca-
das, mesmo que essas nem sempre estivessem relacionadas a
infeccbes pos-transplante®. Embora o nimero comprovado de
infeccdes pos-operatorias seja baixo, Eastlund™ sugeriu que
esses dados sejam pouco estudados, ja que os pacientes que
apresentam um quadro de infeccdo pos-operatdrio nem sempre
retornam ao hospital ou ao profissional responsavel pelo trans-
plante. Ha4 também a dificuldade de efetivar o isolamento do
microrganismo presente na coérnea do doador para comparar
com o microrganismo causador da infeccdo pos-transplante.
Esse acompanhamento é realizado em poucos casos, portanto
esse dado poderia estar sendo subestimado. As contraindicagcoes
do uso de corneas de pacientes com morte por sepse, ventila-
¢ao mecanica ou outra enfermidade, citadas na Resolucdo n°

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Reali C et al. Microbiota de doadores de cornea

67/2008, sao justamente para evitar que patogenos sejam trans-
mitidos junto com o tecido, como ja foi comprovado por diversos
estudos de caso’>747576,77,78,

Os géneros Streptococcus, Propionibacterium e Staphylococ-
cus, assim como os difterdides, resistentes a gentamicina, sao
comumente encontrados nos meios de preservacao'®. Em estudo
avaliando a cultura de cérneas em meios de preservacdo com
gentamicina e estreptomicina, foi relatado crescimento de
microrganismos em 72,5% das amostras?®>, mostrando a inefici-
éncia dos meios de preservacao, quanto a descontaminagao das
corneas. O mesmo estudo mostrou que, dos 76 isolados iden-
tificados, 81,6% sao bactérias Gram-positivas, por ordem de
frequéncia: SCN, em 44,8% dos casos, Corynebacterium sp., em
19,7%, S. aureus , em 15,8% e Bacillus sp., em 1,3%. Lembrando
que SCN é o microrganismo mais comumente isolado em endof-
talmites’ . Outro estudo, baseado em meios de preservacao
somente com gentamicina, apresentou 81% dos isolados sendo
Streptococcus, 60% sendo Propionibacterium e 71% sendo Sta-
phylococcus resistentes a esse antibiotico. O mesmo estudo mos-
trou que todos os isolados foram sensiveis a vancomicina®. Assim
como um estudo de caso relatado por Khokhar et al.® indicou
que a espécie Alcaligenes faecalis, resistente a vancomicina, foi
responsavel por infeccao na cornea 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 S. aureus,
um por Serratia sp e um por P. aeruginosa, todas resistentes
a gentamicina®2. Baer et al.?!, ainda em 1988, encontraram S.
viridans resistentes a esse antibiotico e relataram trés casos de
endoftalmites causadas por este patdgeno®'. Assim como em um
estudo publicado por Fong et al.®2, no qual ndao foram elimina-
dos estafilococos, estreptococos e fungos. Para Broniek et al.®,
a gentamicina nao foi eficaz em inibir a replicacao bacteriana
durante o armazenamento da cornea, em estudo realizado com
cultura bacteriana em corneas armazenadas em meio Eusol-C.

0 tempo de armazenamento das corneas se mostra determinante
no aumento do risco de contaminacao’®. Segundo alguns estu-
dos, o risco de contaminacdo aumenta apds 5 dias de armaze-
namento®®, apesar de os meios de preservacao como o Opti-
sol-GS manterem as corneas com células endoteliais viaveis por
até 14 dias a 4°C*. A recomendacéo da Eye Bank Association of
America (EBAA) é de que a enucleacéo do bulbo ocular seja rea-
lizada, preferencialmente, nas primeiras 6 h apds o obito. Ja o
reimplante tem como recomendacao ideal que seja realizado em
até 4 dias apos a enucleacdo. Estudos comparando diferentes
combinacdes de antibibtico e antifiingicos se mostram neces-
sarios, visando uma melhor efetividade na descontaminacéo de
corneas para doacdo. Cada vez mais, ocorrem casos de bactérias
resistentes a antimicrobianos, mesmo na comunidade onde as
corneas para doacao normalmente sdo capturadas. O aumento
da resisténcia a antimicrobianos se torna um desafio, ndo s6 no
tratamento de doencas causadas por microrganismos, mas tam-
bém na descontaminacao de 6rgaos para doagao.
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CONCLUSOES

Os estudos baseados em técnicas independentes de cultivo
mostram que ha uma diversidade muito maior de bactérias que
colonizam o globo ocular do que se pensava existir. Assim como
que as bactérias presentes em maior frequéncia sdo do género
Pseudomonas e nao SCN, como nos resultados de estudos base-
ados em crescimento em meios de cultivo. Os antibioticos pre-
sentes nos meios de cultivo utilizados no Brasil, gentamicina e
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