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RESUMO

A ceratite € caracterizada como uma inflamacéo na cornea, podendo ser recorrente devido a
lesBes, utilizacdo indevida de lentes de contato, ou ainda, a partir de infecgdes por virus,
bactérias, fungos ou parasitas. As infecgdes de origem bacteriana sdo predominantes em todo
mundo, sendo quase sempre muito agressivas quando o tratamento é iniciado tardiamente. As
espécies mais comumente isoladas na ceratite bacteriana sdo: Staphylococcus epidermidis;
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Essas bactérias podem contaminar as lentes
de contato tanto na forma de células livres quanto na forma de biofilmes. Visando reduzir a
contaminacgdo e colonizagdo das bactérias, os usuérios de lentes utilizam solu¢Ges multiuso na
limpeza e desinfeccao de suas lentes de contato. Essas solugdes sdo extremamente importantes,
pois sdo compostas por substancias ativas que devem ser eficazes na inibi¢do do crescimento
de patogenos, evitando assim possiveis infeccdes oculares. O presente estudo buscou comparar
os efeitos de cinco solugdes multiuso, com diferentes composi¢des quimicas, denominadas
solucdes (A, B, C, D e E), na inibicao de cepas de S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa em
diferentes intervalos de tempo, assim como, avaliar a eficiéncia destas solu¢des na remocao e
reducdo de biofilme formados por S. aureus e P. aeruginosa. As solucdes foram incubadas com
indculos das respectivas bactérias nos seguintes intervalos de tempo: 2min, 10min, 30min,
120min, 240min e 360min. Seguida de neutralizacdo e diluicdo seriada, e semeadura em meio
de cultura especifico para cada bactéria. A contagem das unidades formadoras de coldnias
(UFC) foi realizada apds 24h. Para inibicdo de biofilmes, as lentes de contato com biofilme
foram colocadas na presenca das solugfes multiuso, em microplacas de 6 pogos as quais foram
incubadas de 4-6 horas. Apos esse periodo de tempo ocorreu a etapa de neutralizacdo e a
diluicdo seriada, seguida da semeadura em meio de cultura especifico para cada bactéria. Apos
incubacdo por 24h foi realizada a contagem das UFC. Os resultados foram obtidos a partir do
método da técnica de comparacdo visual e avaliacdo das UFC, seguido da determinacdo da
reducdo de log. As solugdes C e D foram as mais eficientes na inibicdo de todas as espécies
bacterianas testadas na forma livre, reduzindo mais de 4log em comparagédo ao controle. Para a
remocao do biofilme, a solucdo C foi a mais eficiente das solug¢Ges. Os resultados obtidos neste
trabalho apresentam relevancia para os usuérios de lentes de contato, visto que, eles podem
optar pelo uso de uma solucdo multiuso que melhor auxiliard na prevencao de infeccdes
oculares, como a ceratite bacteriana.

Palavras-chave: lentes de contato; Staphylococcus sp; Pseudomonas aeruginosa; biofilme;
ceratite bacteriana.



ABSTRACT

Keratitis is characterized as an inflammation of the cornea, which can recur due to injuries to
the cornea, misuse of contact lenses, or from infections by viruses, bacteria, fungi or parasites.
Bacterial infections are predominant worldwide, and are almost always very aggressive when
treatment is started late. The bacterial species most commonly isolated in bacterial keratitis are:
Staphylococcus epidermidis; Staphylococcus aureus, and Pseudomonas aeruginosa. These
bacteria can contaminate contact lenses either in cell-free or biofilm form. In order to reduce
the contamination and colonization of bacteria, the wearers make use of multipurpose
disinfectant solutions for contact lenses. These solutions are extremely important, because they
are composed of active substances that must be effective in inhibiting the growth of pathogens,
thus preventing possible eye infections. This study sought to compare the effects of five
multipurpose disinfectant solutions, formulated by different chemical compositions, called
solutions (A, B, C, D and E), in the inhibition of strains of S. aureus, S. epidermidis and P.
aeruginosa at different time intervals, as well as to evaluate the efficiency of these solutions in
the removal and reduction of biofilm formed by S. aureus and P. aeruginosa. The solutions were
incubated with inocula of the respective bacteria at the following time intervals: 2min, 10min,
30min, 120min, 240min, and 360min. Followed by neutralization and serial dilution, and
seeding in culture medium specific for each bacterium. Counting of colony forming units (CFU)
was performed after 24h. For biofilm inhibition. the contact lenses containing the biofilm were
placed in the presence of the contact lens solutions, in 6-well microplates which were incubated
for 4-6 hours. After this period of time the neutralization and serial dilution steps took place,
followed by seeding in culture medium specific for each bacterium, after incubation for 24
hours the CFU count was performed. The results were obtained from the visual comparison
technique method and evaluation of colony forming units, followed by determination of log
reduction. Solutions C and D were the most efficient in inhibiting all the bacterial species tested
in the free form, reducing more than 4log compared to the control. For biofilm removal, solution
C was the most efficient of the solutions. The results obtained in this study are relevant to the
wearers contact lens, since they can choose to use a multipurpose solution that will best help
prevent eye infections such as bacterial keratitis.

Keywords: Contact lenses; Staphylococcus sp.; Pseudomonas aeruginosa; biofilms; bacterial
keratitis.
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

1.1 OLHO HUMANO E CERATITE BACTERIANA

O olho ¢é a estrutura do corpo humano responsavel pela viséo, e embora, apresente um
tamanho relativamente pequeno, possui varias estruturas que associadas formam um complexo
que por sua vez ira garantir a captacdo das imagens de maneira efetiva. Formando as estruturas
desse complexo estdo: o cristalino, que funciona como uma lente, suprindo as necessidades
solicitadas pela visdo; a retina, responsavel pela deteccdo de cores e dos estimulos luminosos;
a cornea, atuando como um meio refrator; e uma barreira protetora contra microrganismos; e
0s nervos Opticos, 0 meio de transporte das informacGes entre o cérebro e a retina (SANTOS,
V. 2022).

O olho humano pode apresentar problemas que ocorrem a partir do processo natural da
vida, como diminuicdo do potencial visual e até a perda total da visdo, devido ao
envelhecimento das células ou por distdrbios como: miopia, hipermetropia, astigmatismo,
presbiopia; além de doengas provenientes de agentes externos como microrganismos, como é
0 caso da ceratite bacteriana (TORTORA, G. J. et al., 2017; GRABOWSKI, S. R. et al.,2006).

A ceratite é caracterizada como uma inflamacdo na cornea, podendo ser recorrente
devido a lesdes, utilizacdo indevida de lentes de contato (LC), ou ainda, a partir de infec¢bes
por virus, bactérias, fungos ou parasitas (AUSTIN et al., 2017).

As ceratites de ocorréncia ndo infecciosa de etiologia ndo viral podem estar relacionadas
a uma série de fatores de riscos como: lesGes e doencas da cornea e péalpebras, cirurgias
oculares, enfermidades sistémicas, assim como o uso de antibidticos e corticdides topicos
usados frequentemente (WHITCHER et al., 2001; GREEN et al., 2008; BHARATHI et al.,
2009).

Devido a ceratite infecciosa, grande parte dos transplantes de cornea realizados no Brasil
e em outros paises em desenvolvimento, acabam resultando em diminui¢&o de visdo e cegueira
(AMARAL et al., 2005; NEVES et al., 2008).

Segundo dados da literatura, dentre as ceratites infecciosas, as de origens bacteriana sao
predominantes em todo mundo, seguido das ceratites de origem flngicas, virais e por
protozoarios (GREEN et al., 2008; LAVINSKY et al., 2008; ZAUBERMAN et al., 2013).

A ceratite bacteriana esta intimamente associada a diminuicdo visual. A falta de

vascularizagdo da cornea acaba ocasionando alteracdes que irdo interferi nos seus mecanismos
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de defesa, proporcionando assim, a infecgdo bacteriana quase sempre muito agressiva quando
o tratamento € iniciado tardiamente (KAUFMAN et al., 2000).

O olho pode ser acometido a alteracGes estruturais e funcionais, tais quais, miopia,
hipermetropia, astigmatismo que por sua vez, pode levar a sequelas como: glaucoma
secundario, perfuracdo da cornea, opacificacdo, entre outros. Todos decorrentes de inflamagGes
persistente, ou ceratite bacteriana (HENRY et al., 2012).

O patégeno nem sempre € identificado nos achados clinicos, no entanto, analisando o
historico do paciente é possivel recomendar um tratamento mais especifico para determinado
patdgeno. As coloracdes de Gram e Ziehl-Neelsen, assim como a inoculacdo em meios de
cultura especificos sdo essenciais para o diagnostico microbioldgico das ceratites bacterianas
(BOURCIER et al., 2003; PASSOS, et al.,2010). As espécies mais comumente isoladas na
ceratite bacteriana sdo: Staphylococcus epidermidis; staphylococcus aureus, e bacilos gram
negativos como Pseudomonas aeruginosa (IBRAHIM et al., 2011; ROCHA et al., 2011).

O S. epidermidis é uma bactéria Gram positiva caracterizada como um Staphylococcus
Coagulase Negativa (SCN), pois ndo produzem toxinas. Sdo os principais colonizadores da
microbiota da pele, sendo considerados microrganismos oportunistas por serem capazes de
causar doencas em individuos imunocomprometidos, mesmo apresentando fatores menores de
viruléncia quando comparado a outros Staphylococcus. S&o responsaveis também por infecgdes
piogénicas em proteses, como, valvulas cardiacas, assim como, pelas endocardites
(LEVINSON et al., 2006). Por ser capaz de formar biofilme, acaba dificultando a resposta do
sistema imune, impedindo a estimulacdo de uma resposta anti-inflamatéria, aumentando com
isso a infeccdo. A identificacdo do S. epidermidi é caracterizada principalmente pela auséncia
da coloracdo amarela no Agar Sal Manitol ap6s incubacéo, e pelo resultado negativo da prova
de coagulase (CASSETTARI et al., 2005).

O S. aureus é uma bactéria Gram positiva pertencente a microbiota humana. Ela pode
causar desde infecgdes simples, como o surgimento de uma simples acnes, até infeccbes mais
complexas como uma septicemia. E uma bactéria capaz de resistir ao sistema de defesa do
hospedeiro, ocasionando assim a infecgdo. Os seus fatores de viruléncia facilitam sua
capacidade de colonizacdo e sua patogenicidade, atacando o sistema imune e progredindo com
a infeccdo (CASSETTARI et al., 2005). A formacéo de abscesso e as infecgdes piogénicas sdo
lesGes tipicas ocasionadas por S. aureus, devido a grande producdo de toxinas e enzimas
(LEVINSON et al., 2006). A identificacdo do S. aureus ¢é obtida por meio de semeadura em

meio de cultura especifico como Agar Sal Manitol, onde a coloragdo fica amarelada ap6s 24h
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a 37°C ou 72h em temperatura ambiente. O S. aureus apresenta coagulase positiva, a prova de
coagulase é a mais importante na sua identificacdo (CASSETTARI et al., 2005).

P. aeruginosa € um bacilo gram-negativo que pode ser isolado de agua, solo, plantas,
ou vegetais. N&do faz parte da microbiota normal humana, no entanto pode colonizar pacientes
hospitalizados através de infec¢des nosocomiais (FONSECA et al., 2006). A sua capacidade de
formar biofilmes, assim como sua alta patogenicidade, tornam P. aeruginosa responsavel pela
ceratite bacteriana em pacientes que utilizam lentes de contato (BROOKS et al., 2011). A
cultura de P. aeruginosa pode ser identificada em geral pelo seu odor frutado de uva e por sua
morfologia rugosa. Além das caracteristicas visuais e sensoriais, testes bioquimicos como
catalase e oxidase, assim como crescimento em meio de cultura especifico, (Agar MacConkey),
podem ser utilizados para confirmacéo desta bactéria (RICHARD et al., 2012).

1.2 BIOFILMES

Biofilmes sdo um conjunto de microrganismos que se fixam a superficies bidticas ou
abidticas, aderidas umas nas outras, envoltas por uma matriz de substancias poliméricas
extracelulares (EPS), representada na estrutura 3D (FRANCA et al., 2021). Essa condicdo
adquirida por alguns microrganismos Ihes conferem uma taxa maior de sobrevivéncia, uma vez
que, nesta conformacdo usam de estratégias que facilitam adaptacdes em ambientes hostis
(MACIA et al., 2014). Fatores como temperatura, pressio, pH, oxigénio e nutrientes sdo
essenciais para o desenvolvimento do biofilme (GOMES, 2011). Na figura 1 pode ser
observado os principais estagios da sua formacdo: adesdo ou fixacdo; maturacdo em uma
estrutura multicelular; e disperséo de células no ambiente circundante (FRANCA, et al., 2021).

O estagio de adesdo ocorre a partir de ligacdes auxiliadas por pilis e proteinas de
superficies (MACIA et al., 2014), mas também pode ocorrer a partir de interac@es eletrostaticas
e forcas de Van der Waals (JAMAL et al., 2018). Logo ap6s a adesdo a uma superficie, as
células bacterianas irdo se multiplicar e agregar-se a demais estruturas multicelulares. A
producdo da matriz de substancias polimericas extracelulares (EPS) determina o estagio de
maturagdo, formando uma estrutura 3D (OTTO, 2009; LE et al., 2014; FRANCA et al., 2021).
Essa matriz é composta por fosfolipidios, acidos nucléicos, agua, proteinas, microrganismos,
em especial, bactérias (SUTHERLAND, 2001), e tem por funcédo realizar a manutencdo do
biofilme, agindo como uma barreira de protecdo que impedira ou retardaré a acdo de agentes
utilizados para atingir a populacdo de bactérias no interior do biofilme (GOMES, 2011). A
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dispersdo das células, determina a etapa final da formacdo do biofilme. Apos a dispersao, as
células invadem a circulagdo levando a uma infeccdo disseminada, e posteriormente iniciando

um novo ciclo (LE et al., 2014).

Figura 1 Etapas de desenvolvimento do biofilme bacteriano.
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Fonte: Adaptado de STOODLEY et al., 2002.

Por estarem menos expostos a resposta do sistema imune, assim como menos suscetiveis
a acdo de antibioticos, os biofilmes acabam sendo associados a infeccBes mais persistentes,
facilitando a adesdo das bactérias em dispositivos médicos implantados como por exemplo
cateteres, e adesdo a lentes de contatos (CERNOHORSKA et al., 2008). Segundo estudos
recentes, as contaminagdes em LC, principalmente com formacao de biofilme, estdo associadas
a ceratite infecciosa, sendo o grau de severidade da doenca relacionado a diversas espécies de
bactérias (WILLEY et al., 2012).

A capacidade dos microrganismos de se aderir as LC e formar o biofilme, desempenha
um papel extremamente importante no desenvolvimento das infec¢bes oculares. Visando buscar
ndo sé o conforto dos usuarios, mas também diminuir os riscos dessas infecces associadas,
varios tipos de LC, assim como o material com o qual sdo elaboradas, passaram a ser estudados
(RANDLER et al., 2010).

Em um mecanismo da infeccdo, quando um biofilme é formado ocorre um
comportamento diferenciado por parte dos microrganismos. As bactérias presentes na
superficie da estrutura vao estar em constante atividade e diviséo, visto que essas tém acesso
mais abundante aos nutrientes, por outro lado, as bactérias na parte mais interna da estrutura,
vao estar no estagio de laténcia. Isso acaba ocasionando uma heterogeneidade fisiol6gica no
biofilme, que por sua vez vai resultar em diferentes respostas aos antibioticos, levando ao

surgimento da resisténcia bacteriana (MAH, 2012).
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1.3 LC E SOLUCOES MULTIUSO

A ideia central do desenvolvimento das LC baseia-se em associar uma melhora na
qualidade visual com o conforto, visando uma reducdo das possiveis complicacdes nesta
adaptacdo. A LC foi descoberta em 1888, e desde entdo ela vem passando por varias evolucdes
com o intuito de produzir lentes mais eficientes e confortiveis, que por sua vez acabard
proporcionando uma melhor acuidade visual, além de possibilitar uma utilizagdo por muito
mais tempo e melhora no processo de adaptacdo (LEAL et al.,2007). As primeiras LC
produzidas eram a base de um material rigido que acabava ocasionando desconforto aos seus
usuarios, assim como dificultando na adaptacéo, essas LC ainda sdo produzidas atualmente. No
entanto, com o passar dos anos, passou a desenvolver lentes mais maleéveis, gelatinosas,
caracterizadas como lentes de contato de silicone-hidrogel, sendo essas de mais facil adaptacéo,
e atualmente séo as lentes de contato mais prescritas no mundo, totalizando cerca de 50-75%
(LEMP; KERN, 2013).

O uso de LC tem sido uma alternativa para ndo utilizacdo de éculos em algumas
situacOes, como por exemplo, para corrigir erros refrativos mais comuns; e essa alternativa tem
aumentado ao longo dos anos, sendo utilizada por varias pessoas, independente de idade, sexo
ou classe econdmica social (LEITAO et al.,2009). Atualmente cerca de 2 milhdes de usuarios,
quase 3% da sociedade brasileira utiliza lentes de contato, de acordo com a Sociedade Brasileira
de Lentes de contato, Cérnea e Refratometria (SOBLEC, 2019).

As LC sdo utilizadas por motivos estéticos, utilizacdo de LC apenas para mudar a cor
dos olhos, e motivos terapéuticos; na terapia sdo utilizadas em uma vasta gama de doencas
relacionadas a superficie ocular. Dentre suas principais funcdes estdo: protecdo da cornea, a
liberacdo de medicamentos na superficie ocular, assim como atuar diminuindo o desconforto
ocasionado apds cirurgias ou transplantes relacionados a cornea. No que diz respeito as
contraindicac@es das lentes de contato para fins terapéuticos, a mais importante esta relacionada
a infeccdo ocular, que por sua vez podera acarretar a elevados riscos de complica¢es (CORAL-
GHANEM et al., 2008).

A superficie ocular € colonizada por uma vasta comunidade de microrganismos. Sao
eles responsaveis pela integridade e homeostase da superficie ocular, tornando esse ambiente
ndo estéril. Essa microbiota varia de acordo com idade e o sexo (WILLCOX, 2013). Sendo
assim, a utilizacdo de LC pode acabar interferindo nesta microbiota, e consequentemente,
aumentar os riscos associados a infecgdes (SHIN et al., 2016). A higiene e manutencao, assim

como o armazenamento das LC podem ser feitas utilizando solu¢des multiuso formuladas para
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sua limpeza e desinfeccdo. No entanto, habitos incorretos de higiene, manipulacdo inadequada,
ou até mesmo dormir com as LC sdo fatores que irdo favorecer a contaminagéo e colonizagao
por microrganismos nao somente as LC como também nos estojos de armazenamento (WU et
al., 2010Db).

As solugdes multiuso sdo de extrema importancia, isto por séo formuladas visando
garantir a manutencdo das LC a partir da sua limpeza e lubrificacdo (LEMP e KERN, 2013).
Além disto, elas sdo compostas por substancias ativas que devem ser eficazes na inibicao do
crescimento de patdgenos, evitando assim possiveis infeccdes oculares aos seus USUArios.
Frequentemente os patdgenos mais associados a essas infeccbes oculares séo: P. aeruginosa e
S. aureus (MEHDI et al., 2011).

Para que as solucBes multiuso possam ser eficientes, elas devem conter diferentes
classes de componentes em sua composi¢do, onde cada um desempenhara sua funcgédo
especifica. Dentre estas classes estdo: os surfactantes, os desinfetantes, os preservantes, 0s
agentes quelantes, os estabilizadores (solugdo tampé&o), os agentes de tonicidade, os agentes
umectantes, as enzimas, e 0s agentes idnicos. Os surfactantes atuam na limpeza das LC; os
desinfetantes tem acdo antimicrobiana, atuando na inibicdo dos microrganismos da superficie
das lentes; os preservantes evitam a proliferacdo de microrganismos apés a abertura do frasco;
o0s agentes quelantes véo atuar reduzindo o acumulo de célcio na superficie da LC; a solucéao
tampdo atuara mantendo o pH da solucdo multiuso; os agentes umectantes atuam diminuindo a
tensdo superficial entre o olho e a lente, permitindo um uso mais confortavel; a utilizacdo de
enzimas visa diminuir a incidéncia de depdsito proteico, através da atividade proteolitica; e 0s
agentes iénicos atuam prevenindo os dep6sitos (MOREIRA et al., 2004).

As solugbes multiuso devem apresentar um potencial controle contra o0s
microrganismos, no entanto, elas ndo devem ser toxicas a superficie ocular. Sendo assim, sao
utilizados na sua composicdo: Timerosal, substancia derivada do mercurio, associada ao EDTA
tornando-se eficaz contra bactérias Gram negativas e fungos; Clorhexidina, € uma biguanida
muito eficaz na eliminac&o de bactérias Gram positivas; Acido ascérbico, quando associado ao
EDTA torna-se um agente antimicrobiano mais eficiente; EDTA (etilenediaminotetra-acetato
ou edetatico dissddico) é um agente quelante que potencializa a acdo de antimicrobianos
catiénicos, sendo muito efetivo contra Pseudomonas sp; Alcool isopropilico apresenta alta
eficacia antimicrobiana; Polyquad® (poly-quaternium -1) 0,001% € um composto quaternario
que possui alto peso molecular, evitando a absorcéo nos poros das LC hidrofilicas e séo efetivos
contra microrganismos; Dymed ° (poliaminopropil biguanida) 0,00005% sdo polimeros
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formados por biguanidas repetidas, separadas por uma cadeia carbdnica contendo seis carbonos,
atuam desintegrando os microrganismos (MOREIRA et al., 2004).

Tais solucdes podem conter ainda o PHMB (polihaxametileno de biguanida), uma
polihexanida fortemente eficiente na acdo antibacteriana. Seu mecanismo de acdo baseia-se em
interacOes eletrostaticas a partir de cargas elétricas distribuidas na parede celular bacteriana,
ocasionando a perda de suas fungdes. Ela tem a capacidade de eliminar seletivamente
microrganismos sem afetar os tecidos, uma vez que, influencia muito pouco nos lipideos
presentes nas membranas celulares; sendo considerado muito eficaz para limpeza e tratamento
de tecidos, atuando também na descontaminacdo, desinfeccdo e descolonizacdo de
microrganismos (SANTOS; SILVA, 2011).

Durante anos 0 PHMB tem sido estudado como agente principal nas formulacdes
desinfetantes, principalmente no controle de microrganismos patdgenos como Escherichia
Coli, S. aureus e P. aeruginosa, isso por que, seu amplo espectro antimicrobiano previne uma
ampla gama de infecgbes (HANSZMAN, 2012). E eficaz tanto para eliminagio de bactérias
Gram positivas quanto para Gram negativas, além de apresentar baixa toxicidade (CORAL-
GHANEM et al., 2005).

As solucBes multiuso visam proporcionar um aumento na vida util das LC. No entanto,
quando manipuladas de forma anti-higiénica pelos usuarios, elas podem se tornar um
reservatorio de microrganismos, contribuindo para o surgimento das infeccdes oculares.
Bactérias como P. aeruginosa e S. aureus apresentam diversos fatores de viruléncia,
especialmente a formacéo de biofilmes (ARTINI et al., 2015). Quando aderidos as LC ou nos
estojos de armazenamento, os biofilmes aumentam de 10 a 1000 vezes sua resisténcia aos
antimicrobianos (JOYCE et al., 2014), aumentando ainda mais o risco de infecgdes.

A eficdcia da acdo microbiana das solugcdes multiuso pode apresentar diferenca de
acordo com a espécie de microrganismo. Logo, uma solu¢do multiuso pode ser muito eficaz
contra a bactéria Pseudomonas, e apresentar baixa eficacia contra um Staphylococcus, por isto
vai depender da composicao de cada solu¢do multiuso (CORAL-GHANEM et al., 2005).



17

1.4 JUSTIFICATIVA

Considerando que a ceratite bacteriana é importante causa de déficit visual, que sua
principal causa de desenvolvimento estd associada a utilizacdo intensiva de LC, assim como a
ma utilizacdo e manipulagdo delas, e sabendo ainda que as LC sdo fontes de substrato para
formacéo de biofilme, torna-se necessario a realizacdo de uma analise visando comparar a agdo
de inibicdo das solugdes multiuso para LC contra microrganismos patogénicos, buscando assim,

avaliar as melhores escolhas para prevencao da ceratite bacteriana.



18

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

Este trabalho tem por objetivo analisar e comparar a acdo de inibicdo das solugdes
multiuso para LC contra microrganismos patogénicos na forma plancténica, assim como, na

inibicdo do crescimento na forma de biofilmes aderidos as LC.

1.5.2 Objetivos especificos

1 - Avaliar a capacidade inibitéria das solu¢cBes multiuso testadas, nas suas
concentracdes de uso em cepas de P. aeruginosa, S. epidermidis e S. aureus, pela exposicdo em

diferentes tempos, neutralizacdo e contagem de UFC/mL.

2 - Avaliar a capacidade inibitérias das solugbes multiuso testadas, nas suas
concentracdes de uso em cepas de P. aeruginosa e S. aureus, na forma de biofilme em LC, pela

exposicdo em diferentes tempos, neutralizacdo e contagem de UFC/mL.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

COMPARAGAO DE SOLUGOES MULTIUSO PARA LENTES DE CONTATO NA INIBIGAO DE
PSEUDOMONAS AERUGINOSA, STAPHYLOCOCCUS AUREUS E STAPHYLOCOCCUS
EPIDERMIDIS

Débora Ribeirot, Gertrudes Corc¢éo!
1 Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Instituto de Ciéncias Basicas da Salde,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Sarmento Leite 500, 90050-170, Porto Alegre, Brasil

RESUMO

INTRODUCAO

Caracterizada como uma inflamacéo na cornea, a ceratite pode ser de origem infecciosa ou nao
infecciosa. As ceratites de origem bacteriana sdo as mais comuns; dentre os patdgenos mais
associados estdo: Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, além de Staphylococcus
Coagulase Negativa (CNS),Staphylococcus epidermidis. Além da infeccdo na forma
planctdnica, essas bactérias podem colonizar na forma de biofilme. As solu¢Ges multiuso foram
desenvolvidas para limpeza e desinfeccdo de lentes de contato (LC) e estojos de

armazenamento.

METODOS

Cinco solucBes para lentes de contato multifuncionais (MPS) de diferentes formulacGes
disponiveis comercialmente, foram testadas quanto ao seu efeito antimicrobiano, em bactérias
das espécies P. aeruginosa, S. aureus e S. epidermidis. As solugdes foram incubadas com
indculos em diferentes intervalos de tempo, seguida de neutralizagdo, diluicdo seriada, e
semeadura. A contagem das unidades formadoras de colénias (UFC) foi realizada ap6s 24h.Para
inibicdo de biofilmes das cepas de P. aeruginosa e S. aureus, as LC hidrogel foram colocadas
na presenca das solugdes MPS e incubadas de 4-6 horas. ApOs esse periodo ocorreu a
neutralizacéo e diluigdo seriada, seguida da semeadura. Apés 24h foi realizada a contagem das
UFC.



20

RESULTADOS

Das cinco solucbes MPS testadas, as solucbes C e D foram as mais eficazes na inibicéo

bacteriana. A solugdo C foi a mais eficaz, na inibi¢do do biofilme.
CONCLUSAO

As MPS apresentam variacGes na sua eficacia de inibicdo quanto a espécie bacteriana. As
solugdes C e D por serem mais complexas em sua formulagdo, foram as mais eficazes na

inibicdo bacteriana.

PALAVRAS-CHAVE: lentes de contato; Staphylococcus sp; Pseudomonas aeruginosa;
biofilme; ceratite bacteriana.

INTRODUCAO

Embora apresente tamanho relativamente pequeno, o olho humano possui uma enorme
funcionalidade, sendo o responsavel pela visdo humana!. Assim como os demais 6rgdos
humanos, os olhos podem apresentar problemas, seja a partir do processo natural da vida,
através de patologias e disturbios provenientes de agentes externos, ou a partir da acdo de
microrganismos?.

Caracterizada como uma inflamacéo na cdornea, a ceratite pode ser de origem infecciosa
ou n3o infecciosa®. Podem ocorrer a partir de fatores de riscos como leséo, doenga da cornea,
cirurgias oculares, enfermidades sistémicas?, e também através de infecgdes virais, bacterianas,
flngicas ou parasitoldgicas®. As ceratites de origem bacteriana s&o as mais comuns; dentre os
patdgenos mais associados estdo: Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, tendo
incidéncia também do Staphylococcus Coagulase Negativa (CNS), e S. epidermidis®.

O uso indevido e de maneira incorreta de lentes de contato (LC) pode levar ao
desenvolvimento da ceratite bacteriana’. Grande parte se da devido a fatores humanos
envolvidos na manipulagdo e cuidados das lentes de contato, assim como o material das
mesmas®. Além da infeccio na forma planctonica (livre), essas bactérias podem colonizar como
biofilme®, ou seja, uma populagio de microrganismos aderidas a superficie da lente, envolvidas
por uma matriz extracelular autogerada®. Dentro desta matriz as bactérias desenvolvem

fenotipos distintos, que por sua vez, serdo mais resistentes quando comparadas as bactérias de



21

vida livre. Os biofilmes podem colonizar tanto as LC quanto 0s estojos que armazenam as
solugBes multiusos para manutencdo das mesmas®?.

Visando garantir o uso seguro das LC, procurando evitar a colonizacao e proliferacao
de bacteérias, os usuarios fazem uso das soluges multiuso para a desinfeccdo de LC e estojos
de armazenamento. Para que essas solugfes multiuso sejam eficientes, elas contém diferentes
classes de componentes em sua composi¢do, onde cada um desempenhard uma funcao
especifica’?>. Dentre eles encontra-se a Hidrocloro-polinexametilenobiguanida (PHMB),
fortemente eficiente na acao antibacteriana. Essas soluc¢des séo utilizadas para conservar as LC
no estojo, e para sua limpeza e manutencdo. A utilizacdo diaria das LC é recomendada e
prescrita pelos oftalmologistas®. Entretanto, pode acabar ocorrendo resisténcia bacteriana a
acdo dessas solucdes multiuso'4, quando manuseadas incorretamente, comprometendo a
capacidade de inibicdo dessas solucdes na acao contra bactérias.

Portanto este estudo tem por objetivo analisar e comparar a agao de inibigcdo das solugdes
multiuso para LC contra microrganismos patogénicos na forma livre e em biofilme, buscando

assim, avaliar as melhores escolhas para prevencdo da ceratite bacteriana.

METODOS

As cinco solucdes de lentes de contato multifuncionais (MPS) disponiveis
comercialmente (denominadas A, B, C, D e E) foram testadas quanto ao seu efeito
antimicrobiano, no periodo de julho a dezembro de 2021. Este € um estudo prospectivo,
experimental e comparativo. Os isolados foram compostos por dois géneros de bactérias,
divididos nos seguintes grupos: Grupo 1: trés cepas de P. aeruginosa, sendo uma oriunda de
raspado de cArnea, e duas de suabe nasal de felinos; Grupo 2: duas cepas de S. aureus, oriundas

da pele; Grupo 3: duas cepas de S. epidermidis, oriundas da pele.

Cinco solugdes multifuncionais com diferentes composi¢des para o cuidado de LC
disponiveis comercialmente nos mercados brasileiros, a saber, Bio Soak® (Teuto), ClearLens®
(Optolentes), Opti-Free Replenish® (Alcon), Renu Fresh® e UltraSept® (Kley-Hertz) foram
avaliadas quanto sua eficacia antimicrobiana in vitro (Tabela 1). Todas dentro do prazo de
validade, conforme o fabricante. Para o controle do experimento foi utilizado solucdo salina
0,9% esteril.
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Tabela 1 Composigéo das Solugdes Desinfetantes Multiuso para Lentes de Contato

Composicao Solucdo  Solucdo Solugdo Solucdo Solucéo
A B C D E

Polihexametileno Biguanida 0,00025% 0,0005% - - 0,0003%
miristamidopropildimetilamina - + - -
0,0006%
poliguaternario-1 0,001%
poloxamina 1% - - + + +
poliaminopropilbiguanida
0,0001%;
EDTA + + + + +
Borato de Sodio - - +
Cloreto de Sodio + +
Acido Bérico +
Citrato - - + - +

Para o preparo do indculo bacteriano, uma suspensdo em salina estéril foi realizada para
cada uma das sete bactérias, com turbidez equivalente & 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC / ml).
Posteriormente, 0,5mL desta suspenséo foi adicionado a 1,5mL de Caldo BHI, formando uma
solugdo (1: 3) e apds, uma dilui¢do desta a 1:10 foi preparada. O teste de inibicéo foi realizado
com 950ul das MPS (A, B, C, D, E e Solucéo controle) e 50ul da suspenséo 1:10, resultando
aproximadamente 1,25x10® UFC/ml.

Um microtubo para cada uma das cinco solugées foi preparado, rotulados como solugédo
A, B, C, D, E e C+ parao controle. Estes microtubos foram incubados a 35°C dentro do intervalo

de tempo de exposi¢do: 0 min, 10 min, 30 min, 120 min, 240 min e 360 min.

Apds incubacdo, as suspensdes passaram pela etapa de neutralizacdo, onde 100ul de
cada suspenséo foi transferida para um microtubo devidamente identificado, contendo 900ul de
caldo neutralizante Dey-Engley, para dar inicio a uma diluicdo seriada de 10 a 10, Para o
controle foi realizada a diluicdo de 10 a 10°. As dilui¢des foram incubadas por 25-30min a

temperatura ambiente.

Ap0s a etapa da neutralizacdo, cada dilui¢do foi semeada em placas de &gar com meio
de cultura especificos para cada bactéria, sendo utilizado o agar MacConkey para
Pseudomonas, e agar Sal Manitol para Staphylococcus. Foi realizada a semeadura em gota,
duas gotas (25ul) de cada diluicdo foram depositadas sobre o &gar. As placas foram incubadas

a 37°C por 24 horas, seguido pela contagem de coldnias e média para cada solugéo por intervalo
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de tempo. Apos a contagem das UFC, foi determinada a reducéo logaritmica do crescimento

em cada solucdo pela seguinte equacgéo:
log de reducéo: log10 (UFC ml inicial) - log10 (UFC ml final).

O presente estudo para critério de avaliacdo, estabelece que as MPS testados deve

reduzir 3log ou mais, das colbnias bacterianas em comparacao ao controle.

Para a acdo das MPS na inibicdo do biofilme bacteriano formado nas LC, inicialmente
elas foram lavadas com tampao salino-fosfato (PBS), em seguida foram submersas em 4ml de
suspensdo (aproximadamente 0,5x108UFC/mI) de células bacterianas das cepas P. aeruginosa
e S. aureus, em microplacas de 6 pocos. As microplacas foram incubadas por 120min a 37°C
para permitir a adesdo das células a superficie da LC, concluindo a fase de aderéncia.

Ap0s esse periodo, cada LC foi transferida para microtubos com 2ml de PBS, para
simular a etapa de lavagem. Apoés a lavagem foram transferidas para novos microtubos com
2ml de Caldo Tripticaseina de Soja (TSB), e incubadas a 37°C por 24 horas, para fase de bio-

formacéo.

Posteriormente, as LC foram lavadas com PBS por aproximadamente 5 segundos. Logo
apos, foram colocadas em placas de 6 pogos contendo 4ml de cada uma das MPS e da solucéo
controle (4ml de PBS). As placas foram incubadas por 4-6 horas, tempo indicado pelo
fabricante, a temperatura ambiente. Transcorrido esse tempo, as LC foram lavadas com Tampéao
Salina Fosfato (PBS) e transferidas para microtubos contendo 1ml de PBS. Os microtubos
foram agitados no vértex pausadamente por 2 vezes, com um resfriamento de 30s no gelo entre
as agitaces. Apds isso, 100ul da suspensdo bacteriana resultante da exposic¢do cada uma das
solucdes MPS e do controle foram adicionados separadamente a 900ul do caldo neutralizante
Dey-Engley. Apos incubacdo por 15 min a temperatura ambiente foi realizada a diluicdo seriada
de 10t a 10°.

De cada diluicdo seriada foi realizada a semeadura em gota (25ul), em duplicata, em
agar Mueller-Hinton. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e ap0s isso, realizada a
contagem das unidades formadoras de colénias (UFC/ml). Apos a contagem das UFC, também

foi determinada a reducdo logaritmica do crescimento em cada solucgéo.
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RESULTADOS

A eficiéncia das cinco solugdes multiuso testadas em P. aeruginosa, S. aureus e S.
epidermidis, e os valores da inibi¢do do crescimento bacteriano, analisados em log de base 10
sdo mostrados nas tabelas de 2, 3 e 4 respectivamente. Foi possivel observar uma diferenca
relativamente significativa entre os resultados das solu¢des, nos diferentes intervalos de tempo
(2min, 10min, 30min, 120min, 240min e 360min). As solugdes C e D foram consideradas mais
eficientes na inibicdo das trés espécies de bactérias testadas. As soluces A e E apresentaram
resultados diferentes, de acordo com a bactéria testada: a solu¢do A foi mais eficaz na inibicéo
de P. aeruginosa, enquanto a solucdo E inibiu melhor as espécies S. aureus e S. epidermidis. A
solucdo B foi a menos eficiente, em comparacdo as solugdes testadas, reduzindo menos de 3

log nos intervalos de tempo propostos.

Para este grupo de bactérias, a solucdo C foi a mais eficiente, visto que, a inibicao do
crescimento bacteriano ocorreu a partir do primeiro intervalo de tempo (2min); seguido das
solucdes A e D que reduziram mais de 2 logs em comparagédo ao controle, ja nos dois primeiros
intervalos de tempo. A solugdo E reduziu 5 logs ao final do intervalo de tempo (360min); a
solugdo B foi a menos eficiente, visto que, foi a que apresentou menor reducdo do log
bacteriano, apresentando baixa eficcia em todos os intervalos de tempo. Pode-se observar
guanto a eficiéncia que: Solugdo C > Solu¢do A> Solucdo D> Solucdo E, Solucdo B menos

eficiente para as solucGes multiuso testadas.
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Tabela 2 Acéo das Solugdes Desinfetantes na inibigcdo de cepas de P. aeruginosa.

Tempo Solucdo  Solugdo  Solugdo  Solucdo  Solugdo  Solucéo
Controle A B C D E
Raspado de cérnea
2 minutos 5,20E+04 2,60E+02 7,80E+04 0,00E+00 1,20E+02 5,00E+04
10 minutos 5,00E+04 0,00E+00 1,30E+05 0,00E+00 0,00E+00 4,00E+04
30 minutos 5,60E+04 0,00E+00 8,20E+04 0,00E+00 0,00E+00 5,80E+03
120 minutos 6,00E+04 0,00E+00 7,40E+04 0,00E+00 0,00E+00 3,80E+02
240 minutos 2,80E+06 0,00E+00 1,20E+05 0,00E+00 0,00E+00 8,00E+01
360 minutos 9,60E+06 0,00E+00 1,10E+05 0,00E+00 0,00E+00 6,00E+01
Suabe Nasal
Felino
2 minutos 9,20E+08 1,80E+02 5,40E+06 0,00E+00 1,80E+02 5,40E+06
10 minutos 1,10E+09 0,00E+00 5,00E+06 0,00E+00 8,00E+02 2,00E+05
30 minutos 2,80E+09 0,00E+00 4,40E+05 0,00E+00 0,00E+00 7,60E+04
120 minutos 5,40E+09 0,00E+00 5,40E+04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
240 minutos 4,00E+10 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
360 minutos 9,4E+11 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
Suabe Nasal
Felino
2 minutos 1,30E+05 0,00E+00 6,20E+06 0,00E+00 0,00E+00 2,80E+06
10 minutos 9,80E+04 0,00E+00 3,00E+05 0,00E+00 0,00E+00 6,20E+03
30 minutos 3,00E+05 0,00E+00 2,60E+05 0,00E+00 0,00E+00 4,20E+03
120 minutos 2,40E+06 0,00E+00 3,00E+05 0,00E+00 0,00E+00 1,60E+02
240 minutos 6,60E+06 0,00E+00 2,20E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
360 minutos 4,60E+07 0,00E+00 2,20E+04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

Neste grupo de bactérias, a solucdo C foi a mais eficiente, visto que, a inibicdo do

crescimento bacteriano ocorreu a partir do primeiro intervalo de tempo (2min); seguido das

solucBes A e D que reduziram mais de 2 logs em comparacdo ao controle, ja nos dois primeiros

intervalos de tempo. A solugdo E reduziu 5 logs ao final do intervalo de tempo (360min); a

solucdo B menos eficiente, visto que, foi a que apresentou menor reducdo do log bacteriano,

apresentando baixa eficacia em todos os intervalos de tempo. Pode-se observar quanto a

eficiéncia que: Solucdo C > Solugdo A> Solucdo D> Solucdo E, Solugcdo B menos eficiente

para as solugdes multiuso testadas.
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Tabela 3 Acéo das Solugdes Desinfetantes na inibigdo de cepas de S. aureus.

Tempo Solucéo Solucdo  Solucdo  Solugcdo  Solugcdo  Solucéo
Controle A B C D E

2 minutos 4,00E+05 3,50E+05 2,40E+06 8,40E+04 1,90E+04 4,60E+05

10 minutos 4,00E+05  2,40E+05 9,80E+05 7,40E+04 2,20E+03 4,20E+05

30 minutos 540E+05 6,20E+05 6,80E+05 8,00E+03 0,00E+00 1,30E+04

120 minutos 1,10E+06 1,70E+04 7,80E+05 0,00E+00 0,00E+00 4,60E+02
240 minutos 7,80E+06  5,20E+03 5,00E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
360 minutos 2,80E+07  0,00E+00 3,60E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

2 minutos 1,60E+05  2,00E+05 2,60E+05 2,40E+05 2,40E+06 6,20E+05
10 minutos 5,20E+05 1,70E+04 5,00E+05 1,20E+04 5,40E+02 5,80E+05
30 minutos 5,40E+05  4,60E+04 6,40E+05 3,20E+03 0,00E+00 5,40E+05

120 minutos 9,60E+05 1,30E+04 4,60E+05 4,00E+02 0,00E+00 3,20E+03
240 minutos 4,80E+06  4,60E+02 4,60E+05 0,00E+00 0,00E+00 1,00E+03
360 minutos 4,60E+07  0,00E+00 3,00E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

No grupo 2 (S. aureus), a solugdo D foi a mais eficiente, visto que, a inibigdo bacteriana
ocorreu a partir do segundo intervalo de tempo (10min); seguido da solu¢cdo C que reduziu mais
de 3 logs bacteriano comparados ao controle, no terceiro intervalo de tempo (30min). As
solugbes A e E reduziram mais de 3 logs a partir do quarto intervalo de tempo (120min). A
solucdo B foi menos eficiente para este grupo de bactérias, reduzindo menos de 3 logs até o
final do intervalo de tempo. Pode-se observar quanto a eficiéncia que: Solu¢do D > Solucédo C

> Solucdo A e E, Solucdo B menos eficiente para as solu¢es multiuso testadas.

No grupo 3 (S. epidermidis), as solucdes D e C foram as mais eficientes, visto que, a
inibicdo bacteriana ocorreu a partir do segundo intervalo de tempo (10min); seguido da solugédo
E que iniciou a inibicéo a partir do terceiro intervalo de tempo (30min), e a solucdo A, a partir
do quarto intervalo de tempo (120min). A solucédo B foi ineficiente para este grupo de bactérias,

reduzindol log ap6s 120 minutos do intervalo de tempo.

Solucdo D e C > Solugdo E > Solucdo A, Solucdo B menos eficiente para as solugdes

multiuso testadas.
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Tabela 4 Acéo das Solugbes Desinfetantes na inibigao de cepas de S. epidermidis.

Tempo Solucéo Solucdo  Solugdo  Solucdo  Solucdo  Solugdo
Controle A B C D E

2 minutos 4,40E+04 8,80E+03 4,00E+04 0,00E+00 0,00E+00 6,00E+03

10 minutos 2,60E+04 6,40E+03 4,20E+04 0,00E+00 0,00E+00 3,00E+02

30 minutos 4,60E+04 0,00E+00 3,20E+04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

120 minutos 3,60E+05 0,00E+00 2,80E+04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
240 minutos 2,60E+05 0,00E+00 4,40E+03 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
360 minutos 3,00E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

2 minutos 3,20E+04 7,60E+05 8,20E+04 2,60E+02 4,40E+02 4,80E+05
10 minutos 4,60E+04 2,60E+04 7,20E+04 0,00E+00 0,00E+00 8,20E+04
30 minutos 8,80E+04 3,60E+03 8,40E+04 0,00E+00 0,00E+00 4,80E+04

120 minutos 1,30E+05 5,20E+02 4,60E+04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
240 minutos 2,80E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
360 minutos 6,60E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

O resultado da andlise da inibigdo bacteriana na forma de biofilme pode ser observado
na tabela 5. Neste teste as cinco solugdes foram testadas para inibicdo de biofilmes de P.
aeruginosa e S. aureus; a solucdo mais eficaz para este teste foi a solucdo C, reduzindo
significativamente as espécies testadas. A solucdo E foi ineficiente na inibi¢do do crescimento
na forma de biofilme, para as duas cepas bacterianas testadas. Pode-se dizer que quanto a
inibicdo de biofilmes o comportamento das solugdes foi para P. aeruginosa: Solugdo C >
Solucdo A, Solucéo B e Solucdo D. Solucdo E menos eficiente. E para S. aureus: Solucdo C >

Solucdo A, Solucdo D > Solucédo B. Solucdo E menos eficiente.

Tabela 5 Acéo das Solugdes Desinfetantes na inibicdo de biofilme das cepas de S. aureus
e P. aeruginosa

Bactéria Controle  Solucdo  Solucdo  Solucdo  Solucdo  Solucéo
A B C D E

Staphylococcus 7,00E+06 2,60E+02 1,60E+05 0,00E+00 2,80E+02 1,00E+06

aureus

Pseudomonas  6,20E+04 1,20E+05 3,20E+05 1,00E+03 4,00E+04 3,20E+05

aeruginosa
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DISCUSSAO

A ceratite bacteriana esta intimamente associada a diminuicdo visual, é quase sempre
decorrente do uso indevido ou incorreto de LC. Habitos incorretos de higiene, manipulacéo
inadequada, ou até mesmo dormir com as lentes sdo fatores de risco a contaminagédo e

colonizag&o por microrganismos nas LC e nos estojos de armazenamento®.

As P. aeruginosa esta associada com a ceratite microbiana grave, sendo um patégeno
com alta relevancia clinical®. Seguida da espécie S. aureus, sio os patdgenos mais incidentes
nas infecces oculares associadas aos usuarios de LCY'. As infeccGes decorrentes dos S. aureus
podem ser provocadas a partir da invasdo aos tecidos ou através dos fatores de viruléncias
expressos pela mesma?. Ja as infecces decorrentes de P. aeruginosa, podem estar relacionadas
tanto ao seu perfil de viruléncias quanto a sua capacidade de colonizar as superficies das LC,
principalmente sob agdo de algum processo inflamatério dos olhos®®.

Por serem facilmente suscetiveis a contaminacdo bacteriana, as LC necessitam de
manutencdo com solucdes desinfetantes multiuso eficazes para reduzir a proliferacao
bacteriana. Neste estudo foram testadas cinco solu¢des multiuso para LC, com composi¢oes
quimicas distintas. A base da composi¢do quimica dessas soluc@es é a biguanida, composto que
consegue romper as membranas celulares das bactérias através de interacGes eletrostaticas,
devido a locais ativos altamente carregados em sua estrutura, sendo assim, muito eficaz contra
uma ampla gama de microrganismos?’. Dos compostos aditivos trés se repetiram nas solucdes
C e D: Edatato dissédico (EDTA), acido borico e cloreto de sodio; o borato de sddio foi comum

apenas nas solucbes A e D.

O presente estudo foi realizado seguindo o tempo minimo de 360 minutos de exposicao
das MPS, conforme recomendacdes da maioria das solucdes desinfetantes multiuso. Segundo
Rosenthal (2000), as principais caracteristicas das solugdes multiuso para LC sdo: atividade
desinfetante de amplo espectro, capacidade de armazenamento de longo prazo e procedimentos
de desinfeccdo faceis e simples. Sendo assim, estas solugdes foram testadas verificando a sua
eficiéncia?’.

As solucbes C e D foram as mais eficientes para as trés espécies de bactérias,
apresentando uma reducdo maior que 4 log. Estes resultados sdo semelhantes aos resultados do
estudo de Rosenthal (1995)?2. As solucdes C e D apresentaram quase 100% de eficiéncia contra

as P. aeruginosa. Como essas bactérias sdo gram negativas, a biguanida, um composto
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sabidamente cationico, é atraido para superficie bacteriana negativamente carregada
provocando a ruptura da parede celular, permitindo a acdo na membrana citoplasmatica,
levando a ruptura da mesma?. Além da biguanida, o poliquaternario-1 presente na solugio C,
é um potente biocida contra um amplo espectro de patdégenos. Dos componentes aditivos, trés
se repetiram nestas solugdes: Edatato dissédico (EDTA), &cido borico e cloreto de sodio. A
acdo sinérgica desses ingredientes, associados a biguanida, contribuem potencialmente para

inibicdo bacteriana, potencializando assim, o resultado observado destas solugdes.

A solugdo A também apresentou maior inibi¢do contra as P. aeruginosa, visto que, ela
possui uma maior porcentagem de biguanida na sua composicao, quando comparada as demais

solucdes testadas.

A solucdo E apresentou resultados semelhantes na inibicdo das trés espécies testadas. A
solucdo B foi ineficiente no teste com as trés espécies bacterianas, visto que, ndo conseguiu
uma inibicdo maior que 3 log em nenhuma das espécies, dentro do intervalo de tempo proposto,
possivelmente sua menor complexidade na formulacdo quimica, quando comparada as demais
solucdes testadas, tenha contribuido para o presente resultado. No entanto, este é o primeiro
teste destas trés solucbes (A, B e E) descrito, ndo sendo encontrados estudos prévios na

literatura, para possiveis comparacdes.

As LC convencionais, rigidas ou gelatinosas, vao apresentar maior capacidade de adesdo
bacteriana, de acordo com o material ao qual foram feitas. As gelatinosas, feitas especialmente
de hidroxietilmetacrilato (HEMA) sdo as mais propicias a formacéo de biofilmes, aumentando
assim o risco de desenvolvimento de infecgBes oculares, assim como, a ceratite bacteriana®.
Estudos mostraram que a formacéo de biofilmes nos estojos de armazenamento de LC, acabam
contribuindo para a contaminacio e formacéo de novo biofilme nas LC?. O presente estudo
testou duas cepas bacterianas, P. aeruginosa e S. aureus, quanto a sua capacidade de adesdo na

superficie das LC de silicone hidrogel.

A bactéria S. aureus apresentou maior adesdao em comparacdo a P. aeruginosa. Esse
desempenho esta relacionado a presenca de adesinas, assim como, proteinas de ligacédo
presentes em S. aureus?®. Embora tenha apresentado um potencial de adesdo menor em relagio
ao S. aureus, P. aeruginosa por sua capacidade de formar biofilme, é uma das bactérias mais
associadas as infecgOes da corneas, em usuarios de LC?’. Por isso, é necessario a utilizagio de

solugdes multiuso que também sejam eficientes na remocao de biofilmes. O presente estudo
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testou a acdo das solugdes desinfetantes multiuso, na inibicdo dessas bactérias na forma de

biofilmes.

Na remocdo do biofilme, a solugdo C foi a mais eficiente contra ambas espécies
bacteriana, apresentando maior potencial de inibi¢do contra S. aureus, onde foi observado uma
reducdo maior que 4 log em comparacéo ao controle. O fato desta solugéo ter uma composicédo
mais complexa, como a presenca do poliquaternario-1, um potente biocida com elevado nivel
de atividade contra um amplo espectro de patgenos, contribui para o resultado obtido. A
solucéo E foi a menos eficaz neste tratamento, no entanto, ndo foram encontrados na literatura
estudos prévios a respeito desta solucdo, assim como das solucBes A e B, utilizadas na inibicdo

das bactérias testadas, na forma de biofilmes.

Dentro dos intervalos de tempo analisados foi possivel observar uma menor reducédo das
células em biofilme quando comparadas com as células na forma livre, para todas as solugdes
testadas. Tendo em vista que algumas destas solugdes inibiram o crescimento das células na
forma livre, no primeiro intervalo de tempo (2minutos), para inibi¢do das células na forma de
biofilme, possivelmente sejam necessarios tempos maiores de exposi¢cdo além do recomendado

pelos fabricantes, de 240min — 360min.

Analisando a tabela 5, é possivel observar que o biofilme formado por P. aeruginosa é
mais resistente a acdo das solugdes desinfetantes multiuso, isto porque além dos inimeros
mecanismos de defesa presentes nesta bactéria, ela pode ainda sobreviver a exposicdo de

enzimas presentes nestas solugdes, facilitando assim sua adaptacdo e sobrevivéncia®®.

CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo foi possivel observar que as solucdes
desinfetantes multiuso para LC com formula¢fes mais complexas apresentaram mais eficacia
na inibi¢do das bactérias testadas. Assim como, variacdes na eficicia de algumas solugfes para
uma espécie especifica de bactéria e bactérias na forma de biofilme serem mais resistentes a

acdo dos desinfetantes, seria necessario um tempo maior de exposigéo.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A partir do presente estudo foi possivel analisar a eficacia da acdo de cinco solugcbes
desinfetantes multiuso para LC, na inibicdo de trés diferentes espécies bacterianas. De acordo
com os resultados obtidos, as solucbes C e D foram as mais eficazes para inibi¢éo das bactérias
testadas, na sua forma planctonica; no entanto, para inibicdo de biofilmes, a solucdo C foi a
mais eficaz. Levando em consideracéo que as espécies de bactérias testadas neste estudo sao as
mais associadas a infec¢fes oculares, desde as mais leves até as mais graves, € importante a
formulagdo de solugdes com alto nivel potencializador na reducgdo da proliferagcdo microbiana
nas LC, visando assim, diminuir o nimero de infec¢bes oculares de origem bacteriana.

Como perspectivas desde estudo esta a pesquisa da comparacao dessas solucdes, em
espécies bacterianas apenas de isolados clinicos, visto que, novas variacdes poderdo ser
observadas. Analisar a formacéo do biofilme nas lentes de contato por microscopia eletronica,
assim como testar a inibicdo dos mesmos em diferentes intervalos de tempo. E fazer uma anélise
na formulacdo dessas solugdes desinfetantes multiuso, visando a fabricacdo de uma que seja

eficaz para inibicdo de todas as espécies em questao.
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ANEXO A - NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE MEDICINA TROPICAL

Artigos principais: manuscritos de artigos principais devem relatar pesquisas originais, ndo
publicadas anteriormente ou em consideracdo para publicacdo em outro lugar. Os artigos
principais tém um limite de 3.500 palavras (excluindo resumo, titulo, referéncias e ilustragdes).
Os manuscritos devem incluir um resumo estruturado de no méaximo 250 palavras, organizado
nos seguintes titulos: Introducdo, Métodos, Resultados e Conclusdes. O texto do manuscrito
deve ser organizado nas seguintes secoes: titulo, titulo corrente, resumo estruturado, palavras-
chave (trés a seis), texto do manuscrito (introducdo, métodos, resultados e discussao),
agradecimentos, declaracdo de conflito de interesses, suporte financeiro, referéncias, e legendas
de figuras. Sdo permitidas cinco ilustracdes (tabelas e figuras) no total. O manuscrito deve ser
preparado em um software de processamento de texto e salvo como um arquivo .doc ou .docx.
A fonte preferida € Times New Roman, tamanho 12, com espacamento duplo ao longo do texto,
legendas das figuras e referéncias, com margens de no minimo 3 cm. Organize 0 manuscrito
nas seguintes secdes: Carta de Apresentacdo (dirigida ao Editor-Chefe), Pagina de Titulo,
incluindo Titulo do Manuscrito, Titulo corrido, Resumo, Palavras-chave, seguido de Texto do
Manuscrito, Declaracdo de Conflito de Interesse, Agradecimentos, Suporte Financeiro,
Referéncias e legendas das figuras. Carta de apresentacdo, pagina de rosto, agradecimentos e
suporte financeiro devem ser fornecidos como documentos separados. As abreviaturas devem
ser usadas com moderacéo.

Modelo de Manuscrito O manuscrito deve ser preparado em um software de processamento de
texto e salvo como um arquivo .doc ou .docx. A fonte preferida é Times New Roman, tamanho
12, com espagamento duplo ao longo do texto, legendas das figuras e referéncias, com margens
de no minimo 3 cm. Organize 0 manuscrito nas seguintes secdes: Carta de Apresentacdo
(dirigida ao Editor-Chefe), Pagina de Titulo, incluindo Titulo do Manuscrito, Titulo corrido,
Resumo, Palavras-chave, seguido de Texto do Manuscrito, Declaracdo de Conflito de Interesse,
Agradecimentos, Suporte Financeiro, Referéncias e legendas das figuras. Carta de
apresentacdo, pagina de rosto, agradecimentos e suporte financeiro devem ser fornecidos como
documentos separados. As abreviaturas devem ser usadas com moderacao.

Pagina de rosto: a pagina de rosto deve incluir os nomes dos autores em ordem direta e sem
abreviaturas, juntamente com as afiliagcdes institucionais na seguinte seqiiéncia: instituicdo do

autor, departamento, cidade, estado e pais. Para autores brasileiros, por favor, ndo traduza os
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nomes de instituicbes. Deve ser especificado o endereco completo do autor para
correspondéncia, incluindo telefone e e-mail. O nimero de autores e co-autores por artigo deve
ser limitado de acordo com o numero de autores que contribuiram para 0 manuscrito. Exceto
para estudos multicéntricos nacionais e internacionais, serdo permitidos até 20 autores e
coautores. Os demais nomes dos autores serdo publicados em nota de rodapé. Fornega o nimero
ORCID do autor para correspondéncia e de todos os coautores. Potenciais revisores: os autores
devem fornecer nomes e informacdes de contato (endereco de e-mail e afiliacdes institucionais)
de trés potenciais revisores imparciais, de uma instituicdo diferente da dos autores.

Titulo: o titulo deve ser o mais conciso, claro e informativo possivel. Ndo deve conter
abreviacOes e ndo deve exceder 250 caracteres. Titulo de corrida: O titulo de corrida pode
incluir até 100 caracteres. Resumo estruturado: O resumo estruturado deve resumir 0s
resultados obtidos e as principais conclusdes de forma que um leitor ainda nao familiarizado
com o tema especifico do artigo possa compreender as implicagdes do artigo. O resumo nao
deve ultrapassar 250 palavras e deve ser estruturado com os seguintes titulos: Introducéo,
Métodos, Resultados e Conclusdes. O uso de abreviacbes deve ser evitado.

Palavras-chave: trés a seis palavras-chave devem ser listadas imediatamente abaixo do resumo
estruturado (Exemplo: Tuberculose. Atengdo priméria a saude. Estrutura dos servicos.). Visite
o site https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh para referéncia. Introducgéo: a introducdo do artigo
deve ser breve e indicar os objetivos para os quais o0 estudo foi realizado. Estudos anteriores
devem ser citados apenas quando essenciais. Métodos: Os métodos usados no estudo devem ser
claros e suficientemente detalhados, para que os leitores e revisores possam entender
exatamente o que foi feito e permitir a replicacdo do estudo por outros. As técnicas padrao
precisam apenas ser referenciadas.

Etica: Se o trabalho envolver seres humanos, o autor deve indicar que os procedimentos
seguidos estavam de acordo com os padrdes éticos do comité responsavel pela experimentacédo
humana (institucional, regional ou nacional) e de acordo com os principios da Declaracdo de
Helsinque, 1964, conforme revisado em 1975, 1983, 1989, 1996 e 2000. Para experimentos
com animais, o autor deve indicar se um guia do conselho nacional de pesquisa para
experimentacdo com animais ou qualquer lei sobre o cuidado e uso de animais de laboratorio
foi cumprido. O numero de aprovacao deve ser enviado ao periodico. No caso de pesquisas em
seres humanos, os autores devem incluir na secdo de métodos (subsecdo de consideracdes
éticas), a declaracdo de que o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional. Ensaios
clinicos: No caso de ensaios clinicos, o manuscrito deve ser acompanhado do numero de

registro e orgéao de registro do ensaio clinico (plataforma REBEC).
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Resultados: a secdo de resultados deve ser um relato conciso e impessoal das novas informagdes
(todas as descobertas positivas e negativas relevantes) reveladas pelo estudo. Evite repetir no
texto os dados apresentados nas tabelas ou ilustracfes e use o tempo passado para escrever 0s
resultados.

Discusséo: A secédo de discussao deve ser limitada ao significado das novas informagdes e bem
discutida, considerando a relevancia clinica, pontos fortes e limitagdes do estudo. N&o inclua
uma revisdo geral do topico. Mantenha a discussdo concisa e relevante. As principais
conclusbes devem ser apresentadas como ultimo paragrafo da secdo de discusséo.
Agradecimentos: Quaisquer agradecimentos devem ser curtos, concisos e restritos aos que
sejam necessarios e ndo atendam aos critérios de autoria. No caso de instituicGes
patrocinadoras, ndo use siglas. Conflito de interesse: Todos os autores sdo obrigados a divulgar
qualquer tipo de conflito de interesse durante o desenvolvimento do estudo.

Apoio financeiro: Liste todo o apoio financeiro recebido de agéncias, instituicbes e outras
organizagOes que financiaram parte ou a totalidade da pesquisa. Referéncias: Somente as
referéncias citadas no texto devem ser incluidas na lista ao final do manuscrito. As referéncias
devem ser numeradas consecutivamente em ordem progressiva em algarismos arabicos
conforme aparecem no texto. A lista de referéncias deve ser formatada de acordo com o estilo
Vancouver. Todos o0s autores, até seis, devem ser listados.Para sete ou mais autores, liste 0s
primeiros seis, seguidos de “et al.” Digite a lista de referéncias em uma pagina separada no final
do manuscrito, usando espacamento duplo.

Referéncias numeradas a comunicagdes pessoais, dados ndo publicados ou manuscritos “em
preparagdo” ou “submetidos para publicacdo” ndo devem ser listados entre as referéncias.
Artigos aceitos para publicagdo devem ser referidos como “no prelo” e a carta de aceitagdo da
revista deve ser fornecida. Tal material pode ser incorporado em local apropriado no texto de
acordo com os seguintes exemplos: (AB Figueiredo: Comunicacdo Pessoal, 1980), (CD Dias,
EF Oliveira: Dados ndo publicados). As citacbes no texto devem ser indicadas usando 0s
numeros de referéncia apropriados como sobrescritos para a palavra correspondente, separados
por virgula ou hifen, por exemplo, Mundol,2, Vida30,42,44-50. As referéncias no final do
manuscrito devem seguir o sistema usado em ‘requisitos uniformes para manuscritos
submetidos a periodicos biomédicos’ (para obter mais informagdes, visite
http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine). Os titulos dos periodicos referenciados devem ser
abreviados de acordo com o estilo usado no Index Medicus (para mais informagdes, visite
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nimcatalog/journals). A responsabilidade pelas citagdes

bibliograficas no texto e na lista de referéncias € inteiramente dos autores.
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