Aderéncia bacteriana in vitro a lentes intra-oculares de
polimetilmetacrilato e de silicone

Invitro bacterial adherence to silicone and polvmetvimethacrylateintraocularlenses

Claudete Inés Locatelli!
Gelsa Edith Englert?
Sérgio Kwitko?
Amauri B. Simonetti*

! Microbiologista do Servigo de Oftalmologia do Hos-
pital de Clinicas de Porto Alegre.

2 Doutoraem Engenharia do Departamento de Metalurgia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3 Doutor em Oftalmologia pelo Servi¢o de Oftalmologia
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

4 Professor Adjunto do Departamento de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Bdsicas da Sadde da Universi-
dade Federal do Rio Grande do Sul.

Fonte de Auxilio: Conselho Nacional de Desenvolvi-
mento Cientifico e Tecnolégico (CNPq)

Endereco para correspondéncia: Claudete Inés
Locatelli, Rua Bardo do Amazonas, 1040/206

Porto Alegre (RS) CEP 90670-001

E-mail: clocatelli@hcpa.ufrgs.br

Recebido para publicacdo em 05.05.2003

Versio revisada recebida em 10.10.2003

Aprovacio em 14.11.2003

Nota Editorial: Pela andlise deste trabalho e por sua
anuéncia na divulgacdo desta nota, agradecemos aos Drs.
Humberto de Castro Lima e Paulo Ricardo de Oliveira

RESUMO

Objetivos: Verificar a aderéncia bacteriana a lentes intra-oculares de
silicone e de polimetilmetacrilato como possivel fator de risco no desen-
volvimento de endoftalmite pds-operatdria, utilizando-se um modelo in
vitro com trés microrganismos potencialmente patogé€nicos. Métodos: As
andlises foram realizadas com cepas de Staphylococcus aureus ATCC
29213, Staphylococcus epidermidis (amostra clinica) e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 incluindo a determinag@o de curvas de cresci-
mento, testes para verificagdo de producdo de cdpsula, avaliagdo da
hidrofobicidade, testes de aderéncia a diferentes materiais, microscopia
Optica, microscopiaeletronicade varredura e microscopia de for¢a atomica.
Resultados: A produgdo de capsulae aaderéncia das trés diferentes cepas
nao mostraram qualquer relagdo com a quantidade de microrganismos; em
relacdo as lentes intra-oculares de polimetilmetacrilato e de silicone, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa na aderéncia de S. aureus
eS. epidermidis; P. aeruginosafoi o microrganismo mais aderente a ambos
os materiais. A microscopia eletronica de varredura confirmou estes
achados em relacdo a aderéncia, ao peso que a microscopia de forca
atdmica evidenciou a producio de biofilme pelas cepas de S. aureus, S.
epidermidis e P. aeruginosa. Conclusdes: Constatou-se, in vitro, que 0s
materiais analisados ndo diferiram comrelacao a taxade aderénciabacteriana,
porém, P. aeruginosa apresentou maior eficiéncia de adesdo entre as
bactérias testadas. Todas as cepas produziram biofilme. Silicone foi o

material mais hidrofébico, quando comparado ao polimetilmetacrilato.

Descritores: Aderéncia bacteriana; Lentes intra-oculares; Polimetilmetacrilato; Silicones;
Pseudomonas; Infecgdes estafilococicas

INTRODUCAO

Cirurgia de catarata para implante de lentes intra-oculares (LIO) pode
levar a endoftalmite pds-operatdria e, ainda que raramente, a perda total da
viséio no olho acometido em até 50% dos casos"*. A microbiota endégena
conjuntival € a primeira suspeita quando se estd pesquisando a causa de
infecgdes oculares pés-traumdticas e pds-operatérias™?. Diferentes tipos de
bactérias podem causar endoftalmite sendo estafilococos coagulase-nega-
tivos, mais especificamente S. epidermidis, os agentes mais comumente
isolados®!113_ Sabe-se que S. epidermidis tem habilidade de se aderir e
proliferar em superficies de polimeros, especialmente lentes intra-oculares,
secretando uma matriz extracelular viscosa (biofilme) que o protege contra
antibidticos, bem como dos mecanismos de defesa do hospedeiro!®!'*'9. A
adesdo bacteriana a lentes intra-oculares e a produg¢@o de biofilme parecem
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estar associadas a sua carga eletrostdtica superficial e as cepas
produtoras de cdpsula’>!?, variando de intensidade conforme
o tipo de lente testado!!®.

O objetivo deste estudo foi verificar a aderéncia bacteriana a
lentes intra-oculares de silicone e de polimetilmetacrilato
(PMMA), como possivel fator de risco no desenvolvimento de
endoftalmite pés-operatéria, através de um modelo in vitro,
utilizando-se trés microrganismos potencialmente patogénicos.

METODOS

Microrganismos

Foram utilizadas cepas de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e isolado
de amostra clinica de Staphylococcus epidermidis (identifica-
do de acordo com as normas técnicas da NCCLS). O estoque
das culturas foi mantido em caldo de infusdo de cérebro e
coragdo (BHI) contendo 20% de glicerol e congelado a—20° C.
Para a verificag@o da presenca de capsula foi também utilizado
um isolado clinico de Klebsiella pneumoniae como controle
positivo.

Lentes intra-oculares

Foram utilizadas lentes intra-oculares de PMMA prove-
nientes da CILCO® Alcon Surgical, Inc.(Fort Worth, Texas -
USA) modelo MC50BD peca tinica com 6,5 mm de diametro na
area oOptica e lentes intra-oculares de silicone do laboratério
Allergan Medical Optics™ (Irvine, Califérnia -USA) modelo
SSM26NB trés pecas, das quais foram retiradas as algas, com
6,0 mm de didmetro na drea Optica.

Avaliagdo da presenca de cdpsula

Para verificar a produgdo de cdpsula foram utilizados os
métodos de coloragdo com Vermelho Congo"?, em trés repeti-
¢des, método qualitativo da safranina®”, em trés repeti¢des e
o micrométodo quantitativo da safranina®’, em 15 repeticdes.
Klebsiella pneumoniae foi utilizada como controle positivo.
Os resultados foram expressos em cruzes para os dois primei-
ros métodos e em densidade 6ptica (DO, ) para o microméto-
do quantitativo.

490

Avaliac¢do da hidrofobicidade bacteriana

Para o teste do sulfato de aménio?, 15 pl de cada suspen-
sdo bacteriana foram misturados com diferentes concentra-
¢oes de sulfato de amonio (1M, 1,5M, 2M, 2,5M e 3M) em uma
lamina de vidro, levemente agitados e, a seguir, foi observada
a formacao de grumos. Este ensaio foi realizado em triplicata
para cada bactéria testada.

O teste do xileno mede fotometricamente a distribui¢do
bacteriana em um sistema de duas fases®?. Foram adiciona-
dos 250 ul de p-xileno as suspensdes bacterianas, sendo os
frascos agitados por 1 minuto e a densidade éptica medida em
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600 nm (DO, ,=0,8). O contetido bacteriano da fase aquosa foi
determinado apds um periodo de repouso de 10 minutos. Este
ensaio foi realizado em sextuplicata para cada bactéria testada.
Neste método, considera-se que uma maior intera¢do dos mi-
crorganismos com um liquido apolar (p-xileno) indica maior
hidrofobicidade.

A técnica da gota séssil® foi utilizada para verificar a
caracteristica superficial dos microrganismos e das lentes
através da medida do angulo do raio entre os dois. Esta
técnica foi realizada com algumas modifica¢des. Foram adicio-
nados 10 pl de cada amostra contendo 10° mL™' e o angulo do
raio medido em graus, pelo aumento ou diminui¢do do volume
da gota séssil através de fotografias 10x15 cm. Os liquidos-
teste utilizados como parametro foram meio de cultura BHI
estéril, 4gua bidestilada e p-xileno. Este ensaio foi realizado em
triplicata para cada bactéria e material testado. Foi considera-
do que maior angulo de contato para um liquido polar, como
dgua bidestilada e meio de cultura BHI, indica menor interacio
deste com a camada superficial, sugerindo maior hidrofobici-
dade da superficie testada; para um liquido mais apolar, como
p-xileno, menor angulo de contato indica maior interagdo e
superficie menos hidrofébica®*?.

Avaliacdo da aderéncia através da contagem de U.F.C.

Antes de cada teste de aderéncia, o microrganismo foi se-
meado em dgar-sangue 5% e incubado por 16 a 24 horas a 37 °C.
Posteriormente, foram inoculados 200 pl de cada amostra de S.
aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa em tubos contendo
5 mL de caldo BHI e incubados novamente a 37 °C em agitador
com velocidade de 100 g.

Ap6s 12 horas de incubag¢do, uma aliquota foi diluida 1:10
com tampdo fosfato (PBS) e determinada a DO, para calcular o
volume do inéculo correspondente a DO de 0,01. O in6culo foi
colocado em Erlenmayer contendo 100 mL de BHI e incubado
por 6 horas a 37° C em agitador juntamente com as LIO de
PMMA e de silicone. As suspensdes foram, entdo, vertidas
em tubos Falcon de 50 mL e os microrganismos colhidos apds
centrifugagdo por 30 minutos a 4000 g (INTERNATIONAL,
Alemanha). O sedimento foi lavado por 2 vezes em 2 mL de
PBS e ressuspendido em 20 mL de PBS. Esta suspensao foi
plaqueada em meio s6lido TSB pela técnica de “drop plate” e
incubada por 12 horas a 30° C para contagem das Unidades
Formadoras de Colénia (U.F.C.mL™).

Ap6s a tltima incubacdo, as lentes intra-oculares foram
retiradas das suspensdes e lavadas com 10 mL de PBS por
duas vezes. De forma individualizada, as lentes foram coloca-
das em 5 mL de PBS para sonicacdo por 2 periodos de 10
minutos a40 kHz + 6 kHz (UNIQUE Ultrasonic Cleaner modelo
USC 700, Sao Paulo-SP). Quatro dilui¢des de cada sonicado
foram preparadas em PBS (107!, 102, 10 e 10*) e aliquotas de
10 ml de cada dilui¢do foram inoculadas em placas com meio
TSB, divididas em 10 setores. Apds incubagdo por 12 horas a
30°C, foram contadas as U.F.C.mL! para verificar-se a aderén-
cia dos microrganismos em cada amostra.
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Avaliagdo da aderéncia bacteriana e formagdo de biofilme
por microscopia

A aderéncia bacteriana as lentes intra-oculares de PMMA
e de silicone foi também avaliada por microscopia éptica
(coloragdo de Gram) e microscopia eletronica de varredura
(MEV). A produgdo de biofilme foi avaliada por microscopia
de forca atobmica (MFA).

Microscopia optica

Apo6s a incubacdo inicial, os materiais foram retirados e
lavados com PBS. Para cada material foram realizadas duas
coloragdes de Gram: uma sem sonicac¢do do material e outra
apo6s sonicacdo em dois intervalos de 10 minutos a uma fre-
qiiénciade 40 kHz + 6 kHz.

Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A preparacdo do material para a MEV foi realizada segundo
o método descrito por Englert®”. Resumidamente, as lentes
foram primeiramente lavadas em PBS pH 7,4 por duas vezes. A
seguir, foram fixadas em glutaraldeido 1% por um periodo de
12 horas e, entdo, lavadas em PBS por duas vezes. A seguir, as
amostras foram desidratadas com etanol em concentragdes
crescentes de 50%, 70%, 80%, 95% e 100%, com intervalo de
20 minutos entre cada troca. Apds secarem a temperatura
ambiente, as amostras foram imediatamente metalizadas com
ouro utilizando-se o Sputtering (Balzers Union SCD040).
Foram examinadas vdrias dreas na superficie das lentes intra-
oculares em microscépio PHILIPS.

Microscopia de for¢a atomica (MFA)

A MFA foi utilizada para verificar a presenca de biofilme.
Os trés microrganismos foram inoculados individualmente em
5 mL de BHI e, apés a introdugdo das LIO, os tubos foram
incubados a 37°C por 12 horas com leve agitagdo. A seguir, os
materiais foram retirados da suspensdo, enxaguados levemen-
te com PBS estéril por duas vezes e imersos em glutaraldeido
1% (contendo sacarose) por 12 horas para a fixagdo dos mi-
crorganismos. Apds serem removidas do glutaraldeido, as
lentes foram lavadas novamente com PBS por duas vezes e
secadas em estufa. A visualizagdo foi realizada em microsco-
pio de for¢ga atbmica NANOSCOPE IIIA (Digital Instruments,
Santa Barbara, CA, USA).

Andlise estatistica

Para a avaliacdo estatistica dos dados obtidos nos testes
de aderéncia foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA). Nos
grupos em que foram constatadas diferencas estatisticamente
significativas foi utilizado o teste de Tukey. No teste do xileno
e no ensaio de hidrofobicidade foi utilizado o teste t-Student.
Todas as anélises foram realizadas observando-se um nivel de
significancia (o) de 0,05.

RESULTADOS

Para a verificagdo de presenga de cdpsula os resultados
foram comparados aos obtidos com Klebsiella pneumoniae,

usada como controle positivo. As trés cepas analisadas pelos
trés métodos diferentes produziram cdpsula quando compara-
das a cepa controle de Klebsiella pneumoniae sendo, no
entanto, observadas algumas diferencas de um método para
outro (Tabela 1).

A microscopia 6ptica demonstrou presenca de cdpsula em
todos os microrganismos, enquanto o método qualitativo
mostrou que Staphylococcus aureus, Staphylococcus epi-
dermidis e Pseudomonas aeruginosa apresentaram moderada
intensidade de cor, quando comparados a Klebsiella pneu-
moniae utilizada como controle positivo.

No micrométodo quantitativo K. pneumoniae apresentou
uma média de absorbancia de 1,97 = 0,08, P. aeruginosa de
1,93 +£0,07, S. aureus de 1,90 £ 0,07 e S. epidermidis de 1,95 +
0,06, ndo havendo diferenga estatisticamente significativa
entre esses valores. As médias foram obtidas a partir de 15
repeti¢des para cada bactéria.

As medidas dos angulos do raio pela técnica de gota séssil
com liquidos-teste nos diferentes materiais demonstraram an-
gulos maiores em LIO de silicone, possivelmente por serem
materiais mais hidrofébicos; dngulos menores foram observa-
dos em LIO de PMMA, com excecao do xileno (Tabela 2). O
valor 0,00 para LIO de PMMA com xileno foi colocado pela
impossibilidade de se medir o dngulo do raio da gota séssil.

A tabela 3 mostra os resultados obtidos pelas trés técnicas
testadas para a avaliagdo da hidrofobicidade dos microrganis-
mos testados. O teste de agregacdo salina, realizado com
concentracgdes crescentes de sulfato de amonio, demonstrou
que com S. aureus houve formacio de grumos em concentra-
cdoigual ou superior a 1,5M e P. aeruginosa na concentragiao

Tabela 1. Avaliacao da presenca de capsula

Microrganismo Microscopia Método Micrométodo

optica qualitativo quantitativo
Klebsiella pneumoniae + +++ 1,97 + 0,08
(controle positivo)
Staphylococcus aureus + ++ 1,90 + 0,07
Staphylococcus epidermidis  + ++ 1,95 + 0,06
Pseudomonas aeruginosa + ++ 1,92 + 0,07

Na microscopia 6ptica a presenca de capsula é indicada por cruzes (+); no
método qualitativo os valores de intensidade de cor da safranina sdo expressos
em cruzes (+); no micrométodo quantitativo os valores representam a média
e desvio padrdo das medidas da absorbancia a 490 nm em 15 repeticoes

Tabela 2. Avaliacdo da hidrofobicidade

Agua Meio de Xileno
bidestilada cultura BHI
LIO de PMMA 41,00 + 2,83 36,00 + 1,41 0,00
LIO de silicone 57,00 = 4,24 53,00 + 0,00 35,00 + 2,83

Técnica da gota séssil através da medida do angulo do raio (em graus) em
superficies de lentes intra-oculares (LIO) de polimetilmetacrilato (PMMA) e de
silicone, utilizando-se dgua bidestilada, meio de cultura BHI e p-xileno como
liquidos-teste.

BHI - caldo de infusédo de cérebro e coracédo

Arq Bras Oftalmol 2004;67:241-8
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Microrganismo Teste de agregacao salina

Tabela 3. Propriedades superficiais das cepas de S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa com relacao a hidrofobicidade

Teste do Xileno

Angulo do raio da gota séssil (graus)

DO, - densidade optica inicial; DO, - densidade 6ptica final

DO,
S. aureus >1,5M 0,821 + 0,005
S. epidermidis > 3,0M 0,836 + 0,038
P. aeruginosa >2,5M 0,847 + 0,022

Teste de agregacgao salina com concentragdes crescentes de sulfato de aménio (triplicata); teste do xileno com densidade dptica média e desvio padrao antes e depois
da adigao de xileno (sextuplicata); medida do &ngulo do raio da gota séssil (em graus) com média e desvio padrao (triplicata).

DO, LIO Silicone LIO PMMA
0,664 = 0,014 44,00 = 0,00 55,67 = 4,04
0,475 + 0,034 42,67 = 2,31 58,50 = 0,71
0,824 + 0,019 41,67 = 1,53 57,33 £ 1,15

igual ou superior a 2,5M, sugerindo que estas cepas t€ém uma
tendéncia hidrofébica moderada. Porém, S. epidermidis nao
formou grumos na concentra¢io mais elevada de 3M, levan-
do-nos a acreditar que esta cepa tenha uma caracteristica
hidrofilica neste ensaio.

O teste realizado com xileno revelou algumas diferencas em
comparacdo ao teste de agregacdo salina. Utilizando o teste
estatistico t-pareado, constatamos que S. aureus e o S. epi-
dermidis tiveram diferengas estatisticamente significativas
onde o t calculado foi igual a 9,76 e 12,14, respectivamente.
Para P. aeruginosa, que nao apresentou diferenca estatistica-
mente significativa em relagdo aos estafilococos, o t calculado
foiigual a 1,60.

Em relacdo a medida do angulo do raio pela técnica da gota
séssil as suspensdes dos microrganismos contendo 10°
células/mL ndo apresentaram diferencas estatisticamente sig-
nificativas para os tipos de lentes analisadas.

A tabela 4 mostra os valores encontrados na avaliagdo da
aderéncia bacteriana as LIO. Ndo houve diferenga estatistica-
mente significativa entre os estafilococos, enquanto Pseudo-
monas aeruginosa foi a bactéria mais aderente aos diferentes
materiais testados.

Pela coloracao de Gram no material ndo sonicado, verifi-
cou-se que tanto estafilococos quanto Pseudomonas aderi-
ram eficientemente as LIO, com P. aeruginosa aderindo em
maior nimero. No material sonicado verificamos que os estafi-
lococos se desprenderam consideravelmente, o mesmo nao
acontecendo com P. aeruginosa (resultados nao mostrados).

A figura 1 mostra imagens de bactérias aderidas as lentes
intra-oculares, obtidas por microscopia eletrdnica de varredu-
ra. Pela microscopia de forca atdmica foi possivel verificar-se a

Tabela 4. Avaliacao da aderéncia bacteriana expressa em valores

médios de unidades formadoras de col6nias a partir de 4 repeticoes

para lentes intra-oculares de PMMA e de silicone. Em cada repeticao
foram feitas dez contagens

LIO PMMA LIO silicone

U.F.C.mL" U.F.C.mL™"
S. aureus 2,81 x 10* 3,08 x 10*
S. epidermidis 1,38 x 10* 7,42 x 10°
P. aeruginosa 5,97 x 107 3,02 x 107

LIO - lente intra-ocular; PMMA - polimetilmetacrilato; U.F.C - unidades

formadoras de col6nias
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presenca de biofilme produzido pelas cepas de S. aureus, S.
epidermidis e P. aeruginosa em ambos tipos de lentes. Na
figura 2 sdo mostradas imagens de biofilme formado por S.
aureus e P. aeruginosa.

DISCUSSAO

As cepas de S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa,
analisadas pelos métodos de microscopia 6ptica, método qua-
litativo e micrométodo quantitativo, produziram cpsula quan-
do comparadas a cepa controle de Klebsiella pneumoniae
sendo, no entanto, observadas algumas diferencas de um
método para outro (Tabela 1).

O micrométodo quantitativo demonstrou que em relagdo a
K. pneumoniae, a cepa de S. aureus provavelmente produziu
menor quantidade de cdpsula, visto que houve diferenca esta-
tisticamente significativa entre estas cepas. De acordo com
este método, S. epidermidis e P. aeruginosa seriam fortes
produtores de cdpsula. Utilizando a mesma técnica®", foi veri-
ficada a aderéncia de cepas bacterémicas de S. epidermidis ao
poliestireno, com as 20 cepas avaliadas, sendo incluidas em
trés grupos: fortemente (5), moderadamente (4) e fracamente
produtoras ou ndo-produtoras de cédpsula (11), conforme a
densidade 6ptica.

Diversos trabalhos tém estudado a producdo de cdpsula
em estafilococos e tentado estabelecer sua relacdo com ade-
réncia bacteriana a materiais. Um deles verificou, em pacientes
com sepsis, que 63% das cepas de S. epidermidis isoladas de
cateteres intravasculares produziam cédpsula, o que ocorria em
somente 37% das cepas isoladas da pele. Os autores conclui-
ram, ainda, que a producao ou nio de cdpsula ndo influencia-
va no crescimento, mas que S. epidermidis produtores de
cdpsula estariam relacionados a adesdo a superficies de bio-
materiais®”. Em outro estudo, quando foi testada a adesdo de
estafilococos coagulase-negativos a biomateriais através dos
métodos “film-wet” e “Muir”, verificou-se que S. epidermidis,
embora nio sendo produtor de capsula ou biofilme, mostrou
maior adesdo do que S. saprophyticus que era capsula-positi-
vo®, Recentemente, foram utilizados os métodos qualitativo
e quantitativo da safranina para avaliar a aderéncia de cepas
de S. epidermidis produtoras e nio produtoras de cdpsula a
diferentes tipos de LIO. As cepas cdpsula-positivas foram
mais aderentes do que as cdpsula-negativas®@®.
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Figura 1 - Imagens de bactérias aderidas as lentes intra-oculares por

microscopia eletronica de varredura: A - Staphylococcus aureus

aderidos a lente de polimetilmetacrilato; B - Pseudomonas aeruginosa
aderidos a lente de silicone

Nas condic¢des experimentais testadas em nosso trabalho,
ndo ficou demonstrada a associagdo entre formagao de capsu-
la e adesdo aos materiais, conforme pode ser verificado nas
tabelas 1 e 4. Na tabela 1, S. epidermidis demonstrou, pelo
micrométodo quantitativo, ser maior produtor de cdpsula em
relag@o aos outros microorganismos, porém, nao foi mais ade-
rente as LIOs de PMMA e silicone do que P. aeruginosa
(Tabela 4). Isto fortalece a hipdtese de que a relacdo entre a
superficie do material e a do microorganismo € de extrema
importincia quanto ao aspecto da aderéncia.

Através de um modelo in vitro, foi demonstrado que a
aderéncia de Staphylococcus epidermidis a lentes intra-ocu-
lares estava associada a produgdo de glicocdlix polissacaridi-
co e que tanto cepas produtoras quanto nao-produtoras de
cédpsula aderiam firmemente, ndo havendo diferenca estatisti-
camente significativa no ndmero de microrganismos aderi-
dos"¥. Outro autor, demonstrou que 15 a 20% de cepas de S.
epidermidis isoladas da conjuntiva humana podem produzir
cépsula e biofilme e, uma vez aderidas a lente intra-ocular,
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Figura 2 - Imagens de bactérias aderidas as lentes intra-oculares por
microscopia de forca atdmica, evidenciando a presenca de biofilme:
A - Staphylococcus aureus aderidos a lente de polimetilmetacrilato;
B - Pseudomonas aeruginosa aderidos a lente de silicone; C - Analise
seccional de Pseudomonas aeruginosa aderidos a lente de silicone
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provocarem infec¢do®”. No entanto, outros pesquisadores
acreditam que a producéo de capsula e a expressdo do antige-
no associado a capsula por isolados clinicos de estafilococos
tém forte associagdo com a habilidade de produzir espessos
biofilmes e possivelmente com a viruléncia do S. epidermi-
dis""®. Em outro estudo, ficou demonstrado que a média de
producdo de biofilmes de 22 isolados de S. epidermidis a partir
de cateteres relacionados com bacteremia foi significativa-
mente mais alta do que os 32 isolados do nariz de individuos
sauddveis®. Paralelamente, neste caso, ndo foi encontrada
uma clara associacio entre producao de biofilme e viruléncia.

Em nosso estudo houve produgdo de biofilme (Figura 2)
por todas as cepas testadas, porém, ndo foi possivel estabele-
cer associagdo entre produgdo de cdpsula e biofilme.

Estudos tém demonstrado que a hidrofobicidade da super-
ficie bacteriana pode desempenhar um papel muito importante
nos fendmenos de adesdo celular®'?3252-39  embora haja
muita discrepancia nos resultados relatados na literatura. De
acordo com outro trabalho, na fase exponencial de crescimen-
to as bactérias tendem a se tornar mais hidrofébicas e formar
grumos, aderindo umas as outras ou a superficies presentes
no meio de cultura®. Em nosso estudo isto foi constatado
com culturas de S. aureus e P. aeruginosa, porém, S. epider-
midis ndo apresentou este comportamento quando se utilizou
o teste de agregacdo com sulfato de amonio.

Em funcdo dos resultados do teste realizado com xileno no
presente trabalho, pode-se inferir que as cepas de S. aureus e
S. epidermidis possuem uma caracteristica hidrofébica dife-
rentemente de P. aeruginosa que se mostrou hidrofilica
(Tabela 3). Nao foram utilizados microrganismos como contro-
les positivos e negativos pelo fato de se desconhecer as
propriedades superficiais dos mesmos e, ainda, por este ser
um fator relativo.

Embora as discrepancias observadas entre os resultados
encontrados nas trés técnicas utilizadas para verificar a hidro-
fobicidade dos materiais, os resultados mostraram que as ten-
soes superficiais sobre a superficie de LIO de PMMA com
suspensdes de S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa
tiveram um comportamento com tendéncia a hidrofilicidade,
quando comparadas ao comportamento dos mesmos micror-
ganismos em relagdo a superficie de LIO de silicone, as quais
tiveram uma propriedade ligeiramente hidrofébica (Tabela 3).

A idéia de que materiais com superficie hidrofilica possui-
riam menor capacidade de atrair as bactérias"® pode ndo ser
verdadeira como ficou demonstrado em nosso trabalho, ao
analisarmos as tabelas 3 e 4. Recentemente foi demonstrado
que a aderéncia bacteriana envolve interacdes complexas
entre a cepa bacteriana e a superficie do biomaterial. Bactérias
com superficie hidrofébica teriam menor tendéncia a coloniza-
rem as superficies hidrofilicas. No entanto, quando se utiliza-
ram bactérias com superficies hidrofilicas, os resultados in-
verteram-se'". Outra pesquisa anterior ja havia demonstrado
que o papel das bactérias era tdo ou mais importante que o da
superficie polimérica®.
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Analisando a adesdo inicial e o crescimento superficial de
P. aeruginosa e S. epidermidis em polimeros biomédicos, os
autores concluiram que a superficie de crescimento de bacté-
rias que aderem inicialmente € influenciada pelas propriedades
da grande maioria dos biomateriais, observando que P. aeru-
ginosa aderiu mais firmemente ao substrato e que somente a
forca de aderéncia do S. epidermidis dependeu da hidrofobici-
dade do substrato®®3?. Mesmo tendo demonstrado uma ten-
déncia de hidrofobicidade da superficie celular microbiana,
outros autores verificaram que ndo houve correlagdo entre
diferentes isolados de microrganismos e carga superficial ce-
lular®. Pesquisadores demonstraram que a aderéncia bacte-
riana diminui com a diminuicdo do dngulo de contato e aumen-
to da tensdo superficial dos materiais sintéticos®”. Para a
adesdo ndo especifica inicial de células bacterianas ter suces-
so na colonizacdo, outros tipos especificos de adesdo sdo
provavelmente requeridos. A adesdo de S. epidermidis as
superficies de cateteres € facilitada por um antigeno produtor
de cdpsula o qual € rico em galactose, sendo que mais de um
tipo de adesina pode estar envolvido com a aderéncia de S.
epidermidis aos biomateriais®”.

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente signi-
ficativas, in vitro, entre as taxas de aderéncia de S. aureus e S.
epidermidis sobre as lentes intra-oculares de silicone e de
PMMA, porém P. aeruginosa foi o microrganismo mais
aderente as mesmas (Tabela4). Na figura 1 pode-se observar a
aderéncia de S. aureus e P. aeruginosa a lentes intra-oculares.
Outros estudos tém testado as propriedades das diferentes
lentes intra-oculares atrairem bactérias. A maior parte dos
estudos utilizou modelos in vitro com cepas de Staphylococ-
cus epidermidis produtoras de biofilme. Os resultados t€m
sido controversos. Comparando lentes de hidrogel com lentes
de PMMA, foi encontrada uma menor aderéncia as lentes de
hidrogel“?, enquanto em outro trabalho prévio, descrevem
que as lentes de PMMA tiveram menor adesdo‘'®.

A aderéncia de Pseudomonas aeruginosa foi comparada
em quatro tipos de lentes intra-oculares sendo que a menor
aderéncia ocorreu em lentes de acrilico, enquanto que as
lentes de silicone foram as que apresentaram a mais alta ade-
réncia bacteriana“?. Utilizando-se de cepas de Staphylococ-
cus epidermidis, também encontraram uma maior aderéncia
bacteriana as lentes de silicone quando estas foram compara-
das com lentes de PMMA, lente de PMMA com superficie
modificada por heparina (HSM-PMMA) e hidrogel'®4?. Estes
estudos contrariam nossos achados, em que ndo houve dife-
renca estatisticamente significativa na aderéncia in vitro entre
os diversos materiais e os microrganismos estudados. Esta
diferenca poderia ser verdadeira no passado, pois atualmente
o silicone € manufaturado a partir de matéria-prima que sofre
tratamento antiaderente.

A utilizac¢do de modelos que simulem a contaminagao bacte-
riana dos polimeros € muito importante para o aperfeicoamento
dos mesmos. Nao hd divida de que as diferencas entre as
diversas metodologias empregadas podem explicar parcialmen-
te os resultados distintos destas pesquisas. Entre os fatores
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que influenciam a adesdo bacteriana aos biomateriais estdo a
concentracdo de bactérias em contato com os mesmos, bem
como o tempo de exposi¢do dos polimeros aos microrganis-
mos“?. Em modelos prévios, foi utilizada uma grande concen-
tragdo bacteriana (em média de 10° U.F.C.mL"), quando sabe-
mos que a quantidade de bactérias presentes no olho durante a
cirurgia € bem menor, ou seja, culturas provenientes do humor
aquoso revelam uma média de 10-20 U.F.C.mL"'. O tempo que as
bactérias permanecem em contato com a lente intra-ocular ainda
€ uma incégnita, uma vez que existe o contato imediato, media-
do por forgas eletrostiticas e de apenas alguns segundos du-
rante a inser¢do da lente no olho; entretanto, sabe-se que no
final da cirurgia, ainda permanecem bactérias vidveis na cimara
anterior por um periodo indeterminado®?.

A importancia dos diversos fatores envolvidos na aderén-
cia dos microrganismos a superficies ainda deve ser melhor e
mais claramente estabelecida. Devemos também considerar
que, muitas vezes, a capacidade de aderéncia verificada in
vitro ndo reflete o que ocorre no processo natural de infeccao.
Portanto, serdo necessdrios mais estudos para que se possa
correlacionar de uma forma mais segura os processos de inte-
ragdo verificados in vitro com os mecanismos de patogenici-
dade destes microrganismos in vivo, a fim de que se possa
reduzir o risco de contaminagdo de material utilizado em facec-
tomia para implante de lente intra-ocular.

CONCLUSOES

Em nosso estudo houve produgdo de biofilme e cdpsula
por todas as cepas testadas, porém, nao foi possivel estabele-
cer associagdo entre eles. Nao houve correlacao significativa
ou associacdo entre producdo de cdpsula e aderéncia bacte-
riana as lentes intra-oculares de PMMA e de silicone.

Das bactérias testadas in vitro, Pseudomonas aeruginosa foi
a mais aderente as lentes intra-oculares de PMMA e de silicone.

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente signi-
ficativas, in vitro, nas taxas de aderéncia de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aerugi-
nosa comparando-se as lentes intra-oculares de silicone e de
PMMA.

Constatamos, através da medida do angulo do raio da gota
séssil, que o silicone foi o material mais hidrofébico, quando
comparado ao PMMA.
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate bacterial adherence to silicone and po-
lymetylmethacrylate (PMMA) intraocular lenses as a risk fac-
tor for postsurgery endophthalmitis by using an in vitro mo-
del with three potentially pathogenic microorganisms. Me-
thods: In vitro experiments were carried out with the Staphylo-
coccus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis (cli-
nical isolate) and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
strains including growth curves, tests to verify capsule pro-
duction, hydrophobicity and adherence to different materials
as well as optical microscopy, scanning electronic microscopy
(SEM) and atomic force microscopy (AFM). Results: No rela-
tion between capsule production, adherence of the strains
tested and amount of microorganisms was observed; no sta-
tistically significant differences were detected between S.
aureus and S. epidermidis adherence to polymetylmethacry-
late and silicone intraocular lenses; P. aeruginosa was the
most adherent microorganism to both materials. This adheren-
ce pattern was confirmed by SEM, while biofilm production by
the three strains was visualized by AFM. Conclusions: In
vitro experiments showed no differences of bacterial adheren-
ce between PMMA and silicone lenses, but P. aeruginosa
displayed a greater level of adherence in relation to staphylo-
cocci. All three strains were shown to produce biofilm. Silico-
ne was shown to be more hydrophobic when compared to
polymethylmethacrylate.

Keywords: Bacterial adhesion; Lenses, intraocular; Polyme-
thylmethacrylate; Silicones; Pseudomonas; Staphylococcal
infections
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