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INTRODUGCAO

Amebas, ainda impropriamente chamadas de vida livre,
sdo os protozodrios mais recentemente descobertos como
podendo ser causadores de doenga fatal em humanos (MAR-
TINEZ, 1985). Estas amebas eram consideradas exclusiva-
mente de vida livre porque ndo necessitavam de hospedeiro
para desenvolvimento e reprodugao, como acontece com
protozodrios parasitas, patogénicos ou nao (PAGE, 1967).

As fontes de infeccao podem ser as mais diversas devido
a ampla difusao destes protozodrios na natureza. A. V. L.
témsidoisoladas do solo e 4gua, até no continente Antdrtico
(BROWN e col., 1982), de lagos (WELLINGS e col., 1977)
acudes (FORONDA, 1979), sedimento oceanico (SAWYER
e col., 1977), piscinas (FORONDA e col., 1985), 4gua mineral
engarrafada no Brasil (SALAZAR e col., 1982); e no México
(RIVERA e col., 1981), da mucosa nasal (SIMITZIS e col.,
1979; DE JONCKHEERE & MICHEL, 1988) e cavidade oral
de humanos (WANG & FELDMAN, 1967, FORONDA, 1979)
e do ar (KINGSTON & WARHURST, 1969).

Desde que JONES e col. (1975b) apresentaram em reu-
nidao do Grupo de Imunologia e Microbiologia Ocular, em
Dallas, 1973, o comprometimento ocular por protozoérios
do género Acanthamoeba, seguidos pela primeira referéncia
na literatura mundial por NAGINGTON e col. (1974), relatos
de diferentes partes do mundo tém sido regularmente publi-
cados, com um aumento no nimero de casos, somando
nos ultimos anos mais de oitenta (Tabela 1).

Quando Acanthamoeba sp € agente causal de ceratite,
esta se caracteriza por infiltrados que podem ser epiteliais,
subepiteliais ou estromais, tnicos e ou multiplos, centrais
ou paracentrais, de aspecto numular ou dendritiforme.
Quando miiltiplos, os infiltrados frequentemente coales-
cem e tomam a forma de anel, completo ou incompleto
(AURAN e col., 1987). A ceratite geralmente apresenta pro-
gressao lenta, com episédios alternados de regressao e re-
crudescéncia, podendo estes estarem relacionados com as
fases de encistamento e desencistamento do protozodrio,
bem como o aparecimento de defeito epitelial recorrente
e severa dor (AURAN e col., 1987). O comprometimento
corneano, em grande parte dos casos, é acompanhado de
reagao na camara anterior, geralmente de média intensi-
dade. Mas, algumas vezes, a reagdo pode ser severa, com
presenga de hip6pio. Precipitados cerdticos, quando pre-
sentes, localizam-se difusamente na cérnea ou atras da lesdo
corneana (AURAN e col., 1987).

A histéria natural da doenga é de dulcera severa que
evolui com afinamento corneano, descemetocele e até
eventual perfuragdo, endoftalmite e enucleagao. Em alguns
casos, a cirurgia é necessdria paraterapéutica e ou esclareci-
mento diagnéstico.

Embora testes de susceptibilidade "in vitro’ tenham
mostrado que vdrias espécies de trotozoitos sao suscep-

tiveis a diversos agentes antimicrobianos, os cistos
sao altamente resistentes a maioria destes compostos (JO-
NES, 1986).

Neniiuma droga ou combinagdo de drogas tém sido
consistentemente testadas em um grande nimero de pa-
cientes portadores de ceratite por Acanthamoeba e o trata-
mento clinico em muitos casos deve necessitar de um acom-
panhamento por longo periodo, talvez até por mais de um
ano (STERN, 1988).

Vérios métodos tém sido empregados para o diagnés-
tico de ceratite por Acanthamoeba. Entre estes, o raspado
corneano € frequentemente realizado, e pode ser corado
com Giemsa (NOSE e col., 1988), "calcofluor white’’ (WI-
LHILMUS e col., 1986, DAVIS e col., 1987 e HOLLAND &
DONZIS, 1987} ou ainda, se empregada a técnica da imuno-
fluorescéncia indireta (EPSTEIN e col., 1986 e COHEN e col.,
1987b).

O cultivo destas amebas pode ser realizado em &gar
pouco ou ndo nutriente, acrescido ou nao de bactérias vivas
ou mortas (PAGE, 1967) ou, ainda, ser axénizado (CURSONS
e col., 1980). FORONDA e col. (1974) introduziram entre
nés os meios de dgar-infusdo de feno e soja para o cultivo
destes protozodrios.

O estudo histolégico, quer através de bi6psia, quer
de espécime corneano obtido apds transplante de cérnea,
permite a identificagao de cistos e trofozoitos, podendo-se
utilizar corantes como o “calcofluor white’” (MARINES e
col., 1987) ou mesmo os rotineiros, como a hematoxilina-
eosina (NOSE e col., 1988). A espécie envolvida pode ser
identificada em cortes histolégicos corados com anticorpos
imunofluorescentes, como foi descrito por KEY Il e col.
(1980), SCULLY e col. (1985), COHEN e col. (1985) e MOORE
e col. (1985).

Ceratite por Acanthamoeba incide, predominantemen-
te, em adultos jovens sadios, como acometimento ocular
unilateral (Tabela 1). Previamente a infecgdo, pode haver
o relato de trauma ocular nos mais variados graus ou expo-
sigdo a dgua contaminada.

Fatores associados tém sido confirmados, dentre eles,
emerge, desde 1984, o uso de lentes de contacto gelatinosas
(L. C. G.) (MOORE e col., 1985, ACANTHAMOEBA, 1986,
STEHR-GREEN e col., 1987, ACANTHAMOEBA, 1987, MOORE
e col., 1987). WILHELMUS (1987) cita que o aumento pro-
gressivo de ulceras de cérnea parece estar diretamente rela-
cionado ao aumento de usudrios de lentes de contacto.
Em contraste, nos primeiros casos descritos na literatura
predominava o antecedente de trauma, quer com vegetais
ou pé, na histéria pregressa da moléstia (JONES e col.,
1975b, NAGINGTON e col., 1974, LUND e col., 1978 e HAM-
BURG & DE JONCKHEERE, 1980) (Tabela 1).

Acanthamoeba contaminaram em maior proporgao pa-
cientes que nio efetuavam a desinfecgao de suas lentes
de contacto na freqiiéncia recomendada pelo fornecedor
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TABELA 1 - CASOS DE CERATITE POR ACANTHAVNEBA DE ACORDO COM. IDADE, SEXO, OLHO AFETADD,FATORES ASSOCIADOS,
ESPECIE, AUTOR, ANO E PAIS.

CASO IDADE SEXD OLHO FATORES ASSOCIADOS ESPECIE AUTOR E ANO PAlS
1 32 F E - Acanthamoeba sp Nagington e col.,1974  Inglaterra
2 FEA | D Trausa coa vegetal Acanthamoeba sp Nagington e col.,1974  Inglaterra
3 0% N D Trausa cos vegetal A 00lvohags Jones e col. 1975 E.U.A.
4 2 F E — A-ealvohagy Jones e col.,1975b E.U.A.
S 1 N E - Acanthasoeba sp Jones e col.,1975b E.U.A.
6 B N oD Trausa coa po’ A.castellanii Jones e col.,1975% E.U.A.
7 2 N E Trausa cos po’ A.castellanii Lund e col.,1978 Alesanha
B 27 M E e A.castellanii Key III e col.,1980 E.U.A.
9 B N D Esporte aquatico A.colyohaga Volker-Dieben e col.,1980  Holanda
10 & ] D Trausa coa inseto Acanthasoeba sp Haaburg e col.,1980 Belgica
1 42 ] E —— A.castellanii Ma e col.,1981 E.U.A.
12 &8 F - LCR Acanthasoeba sp Witschel e col.,1984 Alesanha
13 42 N E LCB,desinfecgdo quimica A.castellanii Sasples e col.,1984 E.U.A.
14 48 F D LC6, trausa com dgua A.castellanij Hirst e col.,1984 E.U.A.
15 3 F D LC6 Acanthasoeba sp Blacksan e col., 1984 E.U.A.
b 4 N D Trausa coa saterial orgdhico A.polyphaga Wright e col.,1985 Inglaterra
7 29 F M LC6 A.castellanii Scully e col., 1985 E.U.A.
18 18 F E LC6, esporte aquatico A.castellanii Cohen e col.,1985 E.U.A.
B 2 KD LC6 A-palyphagd Cohen e col.,1985 E.U.A.
20 8 F D e A.castellanij Cohen e col.,1985 E.U.A.
A % F )] Trausa coa vegetal A-polyghagd Cohen e col.,1985 E.U.A.
2 13 F D LC6, desinfeccdo quimica, A.castellanii Moore e col.,1985 E.U.A.
solugdo salina caseira
X B N E LCB, solucdo salina caseira A.castellanii Moore e col.,1985 E.U.A.
24 A E LCB, desinfecpio quinica, A.castellanii Moore e col.,1985 E.U.A.
solugdo salina caseira
2 8 F D Trausa com produto quimico Acanthasoeba sp Theodore e col.,1985 E.U.A.
% X ] £ Trausa cos serrages de planta A.castellanii Theodore e col.,1985 E.U.A.
27 45 ] D Esporte aqudtico A.castellanij Theodore e col.,1985 E.U.A.
38 3 N Trausa cos produto quimico, A.castellanii Roussel e col.,1985 fustralia
lavou 0 olho com dgqua corrente
Vol 39 F E LCR Acanthasoeba sp Mannis e col.,1986 E.U.A.
30 38 | LC6 [Bcanthasoeds sp Mannis e col.,1986 E.U.A.
3 30 F D LC6, solugdo salina caseira, Acanthamoeba sp Moore e col.1986 E.U.A.
sea desinfecgdo
32 YA M E LCB, solugdo salina caseira, A.polyohaga Moore e col.,1986 E.U.A.
desinfeccdo térmica
¥ F D LC6, solugao salina caseira Acanthasoeba sp Moore e col.,1984 E.U.A.
34 17 E D LCB, solugdo salina caseira A.castellanii Epstein e col.,1986 E.U.A.
15 35 F E LC6,desinfeccio térmica, Acanthasoeba sp Epstein e col.,1986 E.U.A.
solugdo salina caseira
¥ n M LC6 A.castellanii Wilhelaus e col.,1986 E.U.A.
76 N LCs A.polyphaga Wilhelmus e col.,1986 E.U.A.
38 4 ] - Trausa corneano A.rhvsodes Wilhelsus e col.,1986 E.U.A.
39 ) F D Bravidez Acanthasoeba sp Wilhelaus e col.,1986 E.U.A
40 17 M E LC6, esporte aquatico A.castellanii Wilhelsus e col.,1986 E.U.A.
4 23 F E LC6 Acanthamoeba sp Margo e col.,1986 E.U.A.
2 3 NE — Acanthasoeba sp Yeoh e col.,1987 Inglaterra
3 53 N D e Acanthasoeba sp McClellan e col.,1987 Australia
L) il M E LC6 Acanthasoeba sp Croxattoe col., 1987  Argentina
45 53 F - LC6 Acanthamoeba sp Croxatto e col., 1987 Argentina
4 R F D LC6, solugao salina caseira, A.00lyphagy Cohen e col.,1987b E.U.A.
desinfecgdo coa perdxido de hidrogénio,
trausa com po'
47 T ] D LCB, solugdo salina caseira, Acanthasoeba sp Cohen e col.,1987b E.U.A.
desinfecgao térmica
@8 2 F D LOB, solugdo saiina caseira, A.hatchetti e Cohen e col.,1987b E.U.A.

desinfeccdo térmica, esporte aquitico

A.polyphaga
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CASO IDADE SEXD OLHO FATORES ASSOCIADOS ESPECIE AUTOR E ANO PAIS
L ] D LC6, solugdo salina caseira, A.castellanii Cohen e col.,1987b E.U.A.
trausa cos dqua, desinfeccdo térmica
50 24 L} D LC6, esporte aquatico Acanthasoeba sp Cohen e col.,1987b E.U.A.
b S+ ] F E LC6,esporte aquitico, Acanthamosba sp Cohen e col.,1987b E.U.A.
desinfeccao com perdxido de hidrogénio,
solugao salina caseira
2 & N E LC6, solucao salina caseira, Acanthasoeba sp Cohen e col.,1987b E.U.A.
desinfeccao térmica
3 62 ] D LC6,esporte aquatico fAcanthasoeba sp Mathers e col.,1987 E.U.A.
£ 3 F D LC6 Acanthasoeba sp Mathers e col.,1987 E.U.A.
hb] % F E LC6, solugao salina caseira Acanthasoeba sp Dornic e col.,1987 E.U.A.
% % F E LCS, Acanthasoeba sp Dornic e col.,1987 E.U.A.
desinfeccdo cos per6xido de hidrogénio
57 A L] E LCR, uso de dqua corrente e saliva Acanthasoeba sp Koenig e col.,1987 E.U.A.
B8 4 M D LCB, solugdo salina caseira, Acanthasoeba sp Holland e col.,1987 E.U.A.
desinfecgao téraica
¥ 4 F D o Acanthasoeba sp Margo, 1987 E.U.A.
60 33 M E LC Saturno pds transplante de cdrnea,  Acanthasoeba sp Soloson e col.,1987 E.U.A.
desinfeccao quimica
61 B F D LC6, Acanthasoeba sp Davis e col.,1987 E.U.A.
desinfecgdo cos perdxido de hidrogénio
62 27 L} E Esporte aquatico Acanthasoeba sp Davis e col.,1987 E.U.A.
8 3 F E LC6, uso de dqua corrente, Acanthasoeba sp Silvany e col.,1987a E.U.A.
desinfeccdo quinica
o4 2 M D L0, uso de dgua corrente, Acanthasoeba sp Moore e col.,1987 E.U.A.
lavou 0 olho cos dgua corrente
65 2 F E LCR e uso de dgua corrente Acanthasoeba sp Moore e col.,1987 E.U.A.
[} 3 F ] LCR Acanthasoeba sp Moore e col.,1987 E.U.A.
67 4 N E L0, solugdo salina caseira, A.culbertsoni Moore e col.,1987 E.U.A.
uso de dgua corrente
88 2 F E LC6, solugdo salina caseira, Acanthasoeba sp Moore e col.,1987 E.U.A.
desinfeccao térmica
69 A F D LC6 Acanthasoeba sp Moore e col.,1987 E.U.A.
70 0 F E LC6 Acanthasoeba sp Noore e col.,1987 E.U.A.
n s R LC Saturno, uso de dgua corrente, Acanthasoeba sp Noore e col.,1987 E.l.a.
desinfeccao com perdxido de hidrogénio,
solugdo salina caseira
7 32 F D LC6 Acanthasoeba sp Nosé e col.,1988 Brasil
73 B F D LC6 Acanthasoeba sp Nosé e col.,1968 Brasil
H M F E LCS, desinfeccdo quimica Acanthasoeba sp Nosé e col.,1988 Brasil
75 2 F € "LCR, uso de dgua corrente Acanthasoeba sp Nos€ e col.,1988 Brasil
% 2% N E LC6, solugdo salina caseira A,polyphagg Johns e col.,1988b E.U.A
n 42 N E L6, solugdo salina caseira, A.polyphaga Lindquist e col.1988 E.U.A.
desinfeccao térmica
] 17 N E LC6, solugdo salina caseira, Acanthasoeba sp Lindquist e col.,1988 E.U.A.
desinfeccao téreica
19 2 | E LC6, solugdo salina caseira, Acanthasoeba sp Lindquist e col.,1988 E.U.A.
desinfecao térmica
B0 ¥ N E LCS, -solugdo salina caseira, Acanthasoeba sp Lindquist e col.,1988 E.U.A.
desinfecgao térmica
81 30 N D  LC Saturno, solupao salina caseira, A.polyphaga Lindquist e col.,1988 E.U.A.
desinfecgao téreica
@2 4 F E LC6, solugdo salina caseira A.culbertsoni Johns e col.,1988a E.U.A.
83 Y7 ] E LC6, solugdo salina caseira Acanthasoeba sp Johns e col.,1988a E.U.A.
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LC6 - lente de contacto gelatinosa
LCR - lente de contacto rigida
(--=) - nao referido

M - masculino, F - fesinino, D - direito, E - esquerdo, AD - ambos os olhos.
Esporte aquatico - pritica cos lente de contacto
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TABELA 2
Crescimento amebiano apds exposigao direta de Acanthamoeba spp a diferentes métodos de desinfecgao de lentes de contacto gelatinosas.

Espécies

avaliadas A. polyphaga A. castellanii A. astronyxis A. culbertsoni Acanthamoeba sp
Positivo Negativo  Positivo Negativo Positivo  Negativo  Positivo Negativo Positivo Negativo

Métodos

Hidrocare 0 10 0 10 0 10 0 10 10 0

Flex-care 0 10 0 10 0 10 10 0 10

Asseptizagao 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10

Térmica

Controle 10 0 10 0 10 0 10 0 10 (1]

e, também, naqueles que apresentavam desvios no periodo
de uso e nos cuidados gerais com as lentes (ACANTHA-
MOEBA, 1987, STENSON, 1986).

E maior a associagdo existente entre solugoes salinas
caseiras utilizadas por pacientes que desenvolveram ceratite
por Acanthamoebaem relagio a controles sao que utilizaram
solugao salina comercialmente fabricada (A\CANTHAMOE-
BA, 1987).

Ainda, pacientes portadores de ceratite por Acantha-
moeba usavam com maior frequéncia lente de contacto du-
rante a natagao em relagao a controles normais (A\CANTHA-
MOEBA, 1987).

Propriedades amebicidas e diferentes métodos de de-
sinfecgdo e esterilizagao, sejain estes fisicos ou quimicos,
tém sido amplamente pesquisados em todo o mundo em
relagdo a lentes de contacto (LINDQUIST e col., 1987, LUD-
WIG e col., 1986, FREITAS e col., 1988), piscinas (DE JONCK-
HEERE, 1982), instrumentos cirtrgicos (MEISLER e col., 1985)
e solugdes oftdlmicas (SILVANY e col., 1987b e 1988).

LINDQUIST e col. (1987) avaliando a susceptibilidade
de Acanthamoeba a diferentes sistemas de esterilizagao de
lentes de contacto hidrofilicas, concluiram que a desinfec-
c¢do térmica a 80°C erradica Acanthamoeba, entretanto, o
mesmo ndo ocorre com peréxido de hidrogénio e com a
desinfecgdo quimica a base de amoénia quaterndria. LUDWIG
e col. (1986), em estudo semelhante, testaram o Flex-care
(gluconato de clorexidina a 0.005%, timerosal a 0.001%),
o Allergan Soft Contact Lens Desinfection Solution (cloreto
de trietanol alkyl amonio a 0.013%, timerosal 0.002%) e o
Lensept (per6xido de hidrogénio a 3%) e deduziram que
a desinfecgdo térmica foi efetiva em erradicar as duas espé-
cies de Acanthamoeba testadas, enquanto que, o Flex-care
mostrou-se efetivo para A. castellanii mas nao para A. poly-
phaga; quanto ao Allergan Soft Contact Lens Disinfection
Solution demonstrou-se que a solugao ndo tem qualquer
acdo na eliminagido de Acanthamoeba, notando-se os mes-
mos resultados para o peréxido de hidrogénio a3%. FREITAS
e col. (1988) testaram a susceptibilidade da Acanthamoeba
culbertsoni a Flex-care (timerosal 0.01%, edetato dissédico
0.1%, gluconato de clorexidina 0.005%), Hidrocare (cloreto
de trietanol aquil aménio miramine 0.330 mg, timerosal s6di-

€0 0.023 mg) e a unidades de desinfecgao térmica e conclui-
ram que, desde que corretamente utilizados, parecem ser
eficazes na eliminagao do protozoério.

O presente estudo teve por objetivo testar a suscepti-
bilidade das espécies mais frequientes como causadores de
infecgdo ocular, de acordo com a literatura, (A. astronyxis,
A. polyphaga, A. castellanii, A. culbertsoni e Acanthamoeba
sp) a um método de desinfecgao térmica (asseptizagao tér-
mica) e a dois métodos de desinfecgdo quimica (Hidrocare
e Flex-care) de lentes de contacto gelatinosas.

Teve, ainda, o objetivo de sugerir método de desin-
fecgdo eficaz para erradicar amebas de lentes de contacto.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois diferentes experimentos para
avaliar a susceptibilidade de cinco espécies de Acanthamoe-
ba a trés tipos de desinfecgao de lentes de contacto gelati-
nosas (L.C.G.).

O Experimento | teve a finalidade de testar a suscepti-
bilidade das diferentes espécies de amebas aos métodos
de desinfecgdo de L. C. G. criando-se um modelo de conta-
minagao que se aproximasse daquele possivel de ser encon-
trado pelo usudrio. Para tanto, L. C. G. foram contaminadas,
desinfectadas e posteriormente cultivadas.

O Experimento I, com a mesma finalidade do Experi-
mento |, testou as amebas diretamente aos métodos de
esterilizagdo propostos, sem a utilizagdo de L.C.G.

Todo material utilizado nos experimentos foi previa-
mente esterilizado em autoclave e o manuseio feito em
capela de fluxo laminar continuo, modelo vertical.

1. Espécies avaliadas:

Para a realizagao deste estudo, trés espécies de Acantha-
moeba (A. astronyxis, A. polyphaga e A. castellanii) foram ad-
quiridas no ""American Type Culture Collection — A.T.C.
C.”, E.U.A.;a Acanthamoeba culbertsoni foi cedida pelo Dr.
E. Willaert, E.U.A. e a Acanthamoeba sp, também aqui utiliza-
da, foi a primeira espécie patogénicaocularisoladade tlcera
de cérnea no Brasil.

TABELA 3
Crescimento amebiano em lentes de contacto gelatinosas contaminadas com Acanthamoeba spp ap6s exposigao aos diferentes métodos
de desinfecgdo.

Espécies

avaliadas A. polyphaga A. castellanii A. astronyxis A. culbertsoni Acanthamoeba sp
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo

Métodos

Hidrocare 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10

Flex-care 0 10 0 10 0 10 8 2 8 2

Asseptizagao 0 10 (1] 10 0 10 0 10 0 10

Térmica

Controle 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0
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— Acanthamoeba astronyxis: A.T.C.C. nimero 30.901,
obtida de lago, por F. C. Page, Wisconsin, 1964.

— Acanthamoeba polyphaga: A.T.C.C. nimero 30.873,
isolada de dlcera de cérnea humana, por G. Nagington,
Inglaterra, 1974.

— Acanthamoeba castellanii: A.T.C.C. nimero 30.868,
isolada de ulcera de cérnea humana, por G. Nagington,
Inglaterra, 1974.

— Acanthamoeba culbertsoni: obtida de E. Willaert, E.
U.A.

— Acanthamoeba sp: sem identificagao de espécie, iso-
lada de dlcera de cérnea humana, por A. S. Foronda, Brasil,
1987.

2. Obtengao e contagem do indculo:

Os in6culos de Acanthamoeba a serem testados foram
obtidos levando-se a superficie das culturas com dgua desti-
lada esterilizada e a contagem dos protozodrios feita em
camara de Fucks-Rosenthal, em microscopia 6ptica de con-
traste de fase, sob aumento linear de 400 vezes.

3. Sistemas de desinfecgao:

3.1 Flex-care (Alcon Laboratérios do Brasil): solugao
aquosa isotonica tamponada, contendo cloreto de sédio,
borato de sédio e 4cido bdrico, preservada em timerosal
0,001%, edetato dissédico 0,1% e gluconato de clorexidina
0,0005%, segundo especificagoes do fabricante.

3.2 Hidrocare (Allergan-Lok Produtos Farmacéuticos LT-
DA): solugcdo onde cada mililitro contém cloreto de trietanol
alquil aménio-miramine TA-30 (aménia quaterndria) 0,330
mg/ml; timerasol sédico 0,023 mg/ml e veiculo q.s.p 1 ml,
segundo especificagoes do fabricante.

3.3 Asseptizadores térmicos Hydroset (Prolens Produ-
tos Opticos LTDA): aparelhos elétricos especialmente fabri-
cados para a desinfecgao térmica de L.C.G.

Previamente ao inicio dos testes, oito asseptizadores
novos foram submetidos a avaliagao quanto ao tempo e
temperatura alcangados durante um ciclo completo de fun-
cionamento a 110 watts. As medidas de temperatura foram
obtidas através da adaptagao de termopares tipo cobre-
constamtam na face interna do porta-lentes de contacto
preenchido com soro fisiolégico. Os termopares eram liga-
dos a um termOmetro digital marca Omega, modelo 650,
sendo as temperaturas obtidas a cada cinco minutos, do
inicio ao final do ciclo. Os oito asseptizadores avaliados
foram submetidos a andlise de varidncia por postos de Krus-
kal-Wallis, sendo primeiro consideradas todas as medidas
de tempo e temperatura obtidas durante um ciclo completo
e em segundo, consideradas somente aquelas iguais ou su-
periores a 80°C. Os asseptizadores que apresentaram varia-
cdo de temperatura estatisticamente significante foram eli-
minados, e os cinco que alcangaram maior temperatura por
um tempo mais prolongado foram os utilizados nos experi-
mentos.

Todos os oito asseptizadores avaliados apresentaram
capacidade de manter temperatura superior a 80°C por dez
minutos. A andlise da variancia por postos de Kruskal-Wallis
em relagao a todas as medidas de tempo e temperatura
obtidas mostrou que o asseptizador de niimero cinco era
significantemente menor em relagao ao asseptizador de nu-
mero dois, sendo, portanto, eliminado do estudo. Ainda,
quanto a andlise das temperaturas iguais ou superiores a
30°C, nenhum dos aparelhos mostrou-se significantemente
{iferente. Portanto, foram escolhidos para a realizagao dos
experimentos os aparelhos de nimero 1, 2, 4, 6 e 7, porque
estes mantiveram uma melhor padronizagao e maiores tem-
peraturas.
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4. Cultivos:

Todos os cultivos foram realizados em placas de Petri,
em meio sélido de 4gar-infusdo de soja, desenvolvido se-
gundo metodologia de FORONDA e col. (1974), acrescidos
de Escherichia coli.

Apds a semeadura, as placas eram embaladas com Para-
film-M, de cinco centimetros de largura, para promover
a vedagao do cultivo.

As placas semeadas, devidamente identificadas, foram
mantidas em estufa a 25°C.

5. Avaliagao do crescimento amebiano:

Os exames para controle do crescimento amebiano fo-
ram realizados diariamente, até o vigésimo dia ap6s a semea-
dura, sem abertura das placas, utilizando-se microscopia
6ptica, sob aumento linear de 100 vezes.

O crescimento amebiano foi considerado positivo
quando os cistos semeados se desencistavam, dando origem
as formas trofozoiticas. Quando isto ndo ocorria, concluia-
se pela inviabilidade dos cistos, sendo considerado o cresci-
mento negativo, deduzindo-se pela eficicia do método de
desinfecgdo testado contra a Acanthamoeba avaliada.

6. Experimento |:

Cada uma das cinco espécies d e Acanthamoeba foi testa-
da dez vezes para cada um dos trés tipos de desinfeccao
em avaliagao (150 testes), através da contaminagaode L.C.G.
com in6culo de cistos e trofozoitos, desinfecgao e posterior
cultivo.

6.1 Obtengao do indculo:

Repiques seriados de cultivos foram realizados antes
da data prevista para o inicio de cada teste e a cultura utili-
zada como fonte de trofozoitos foi de 48 horas e a de cistos
de 15 dias.

6.2 Indculos utilizados:

A. astronyxis: 3.8 x 10° cistos e trofozoitos

A. polyphaga: 6.4 x 10° cistos e trofozoitos

A. castellanii: 3.8 x 10° cistos e trofozoitos

A. culbertsoni: 3.0 x 10° cistos e trofozoitos
Acanthamoeba sp: 1.3 x 10° cistos e trofozitos

6.3 Contaminagao das L.C.G.:

Foram utilizadas 50 L.C.G. novas, marca Soflens (Bausch
& Lomb), com composi¢do de 61.4% de Poli (2-hidroxie-
tilmetacrilato) e 38.6% de 4gua, imersas em solugao estéril
de cloreto de sédio a 0.9%.

Para cada espécie testada, 10 L.C.G. eram colocadas
em uma placa de Petri com o in6culo correspondente. A
placa era vedada com folhas de polivicril e incubada a 25°C
por 16 horas. Cada espécie foi testada individualmente e
com um intervalo de tempo de, no minimo, uma semana
para evitar o manuseio com multiplas espécies em um mes-
mo dia.

ApO6s o periodo de contaminagdo, as dez lentes foram
cortadas em quatro partes, sendo uma delas semeada para
controle e as outras trés submetidas aos diferentes tipos
de desinfecgdo, com posterior cultivo.

Logo ap6s a retirada de todas as lentes da placa onde
foram contaminadas, o inéculo foi homogeneizado, obten-
do-se uma aliquota que foi examinada em seguida sob mi-
croscopia de contraste de fase, com aumento linear de 400
vezes, para a verificagdo da presenca de cistos e trofozoitos
de amebas.

6.4 Avdliagao dos sistemas de desinfecgao:

6.4.1 — Flex-care:

Cada um quarto das 10 lentes contaminadas foi coloca-
do, separadamente, em frascos contendo 10 ml de Flex-care
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e mantido imerso por um periodo de quatro horas. Em
seguida as lentes foram retiradas com pinga e semeadas,
tendo-se a cautela de passar cada face da L.C.G. vdrias vezes
no 4gar e, em seguida, deixar uma das faces totalmente
em contacto com o meio de cultivo. As solugées onde as
lentes ficaram imersas foram homogeneizadas, com seu vo-
lume aspirado cuidadosamente na sua totalidade e centrifu-
gado por oito minutos a 1500 rotagées por minuto (r.p.m.),
seguindo-se aspiragdo do sobrenadante e homogeneizagao
do sedimento com posterior cultivo.

6.4.2 — Hidrocare:

Cada um quarto das dez lentes contaminadas foi coloca-
do, separadamente, em frascos contendo 10 ml de Hidro-
care e mantido imerso por um periodo de oito horas. O
restante do procedimento foi realizado seguindo a mesma
metodologia empregada para o Flex-care.

6.4.3 — Asseptizagao Térmica:

Cada um quarto das dez lentes contaminadas foi colo-
cado separadamente, dentro de cada porta-lentes de con-
tacto preenchido com soro fisiolégico estéril. Seguindo-se
todas as especificagées do fabricante, deixou-se cumprir
um ciclo completo de desinfecgdo, sendo entdo aberto o
porta-lentes cuidadosamente, retirada a lente com pinga
e realizada a semeadura. A solugdo fisioldgica, onde a lente
permaneceu imersa durante o ciclo foi homogeneizada, cui-
dadosamente aspirada na sua totalidade e semeada.

7. Experimento II:

Cada uma das cinco espécies de Acanthamoeba foi testa-
da dez vezes para cada um dos trés tipos de desinfecgao
em avaliagao (150 testes), com exposigao direta dos proto-
zodrios, sem a utilizagdo de L.C.G.. Vencido o periodo de
desinfeccao os protozodrios foram submetidos a lavagem
e posterior cultivo.

7.1 Obtengao do indculo:

As placas, onde foram semeados os controles de Acan-
thamoeba spp do Experimento |, tiveram suas superficies
lavadas até a obtengao de in6culo de 40 ml.

A cidade dos cultivos era, em média, de duas semanas.

7.2 Indculos utilizados:

A. astronyxis: 3.3 x 10° cistos e trofozoitos

A. polyphaga: 6.0 x 10° cistos e trofozoitos

A. castellanii: 3.3 x 10° cistos e trofozoitos

A. culbertsoni: 2.2 x 10° cistos e trofozoitos
Acanthamoeba sp: 1.3 x 10° cistos e trofozoitos

7.3 Avaliagao dos sistemas de desinfecgao:

Utilizaram-se as mesmas solugées desinfetantes (Flex-
care e Hidrocare) e os mesmos cinco asseptizadores térmi-
cos (Hydroset) do Experimento I.

Cadaindculode 40 ml das diferentes espécies foi homo-
geneizado e dividido em quatro volumes iguais de 10 ml
destinados para a avaliagao do Flex-care, Hidrocare e assep-
tizagdo térmica, sendo, ainda, o ultimo volume de 10 ml
utilizado para controle.

Cada 1 ml do volume de 10 ml foi colocado em frascos,
separadamente, contendo 10 ml de Flex-care e mantido as-
sim por 4 horas, realizando-se o mesmo procedimento para
o Hidrocare, mantido assim por 8 horas. Para a asseptizagao
térmica, cada 1 ml foi colocado nos porta lentes de contacto,
separadamente, e submetidos a um ciclo completode assep-
tizagdo a 110 watts.

O controle deste experimento toi realizado de maneira
a colocar cada 1 ml dos 10 ml restantes do in6culo em
frascos, separadamente, contendo 10 ml de 4gua destilada
estéril e mantidos em repouso.

Vencido o periodo de desinfecgao quimica, as solugoes
foram homogeneizadas, com seus volumes cuidadosa e to-
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talmente aspirados e centrifugados por oito minutos a 1500
r.p.m.. Os sobrenadantes foram aspirados e os residuos
homogeneizados com 4gua destilada estéril e novamente
submetidos a centrifugagao por oito minutos a 1500 r.p.m.,
sendo este procedimento repetido por mais uma vez, totali-
zando 3 lavagens dos protozodrios, até que os residuos
foram homogeneizados com um mililitro de dgua destilada
estéril e em seguida semeados.

Quanto adesinfecgao térmica, cessado o ciclo de assep-
tizagdo, os porta-lentes eram cuidadosamente abertos e a
suspensao homogeneizada, aspirada na sua totalidade e cul-
tivada.

Ao fim dos testes, os controles, até entao, estocadas,
eram submetidos a mesma metodologia empregada para
a desinfecgdo quimica e posteriormente semeados.

RESULTADOS

1. Experimento I:

1.1 As cinco aliquotas obtidas das solugées onde as
L.C.G. permaneceram para contaminagao foram positivas
para a presenga de cistos e trofozoitos de Acanthamoeba

1.2 Todos os dez controles de cada uma das cinco espé-
cies em avaliagdo apresentaram crescimento amebiano posi-
tivo.

1.3 Nao houve crescimento amebiano de nenhum dos
cento e cinquenta cultivos dos residuos das solugoes onde
as L.C.G. ficaram imersas durante os processos de desin-
fecgao.

1.4 A. astronyxis: em trés dos testes realizados com
Hidrocare, quatro com Flex-care e trés com asseptizagao
térmica foi observada a presenca de formas cisticas. Em
nenhum dos trinta testes realizados foi observado cresci-
mento amebiano.

1.5 A. polyphaga: em todos os trinta testes realizados
foi observada a presenca de formas cisticas. Em nenhum
dos trinta testes houve crescimento amebiano.

1.6 A. castellanii: em todos os trinta testes realizados
foi observada a presenca de formas cisticas. Em um, dos
dez testes realizados com o Flex-care (10%), observou-se
crescimento amebiano. Em nenhum dos testes realizados
com o Hidrocare houve crescimento amebiano.

1.7 A culbertsoni: em todos os trinta testes realizados
foi observada a presenga de formas cisticas. Em oito, dos
dez testes realizados com o Flex-care (80%), foi observado
crescimento amebiano. Em nenhum dos dez testes realiza-
dos com Hidrocare houve crescimento amebiano.

1.8 Acanthamoeba sp: em todos os trinta testes realiza-
dos foi observada a presenga de formas cisticas. Em oito,
dos dez testes realizados com Flex-care (80%), foi observado
crescimento amebiano. Em nenhum dos dez testes realiza-
dos com o Hidrocare houve crescimento amebiano.

2. Experimento II:

2.1Todos os dez controles de cada uma das cinco espé-
cies em avaliagdo apresentaram crescimento amebiano posi-
tivo.

2.6 A. astronyxis: em todos os trinta testes realizados
foi observada a presenga de formas cisticas. Em nenhum
dos trinta testes houve crescimento amebiano.

2.2 A polyphaga: em todos os trinta testes realizados
foi observada a presenga de formas cisticas. Em nenhum
dos trinta testes houve crescimento amebiano.

2.5 A. castellanii: em todos os trinta testes realizados
foi observada a presenga de formas cisticas. Em nenhum
dos trinta testes houve crescimento amebiano.

2.4 A. culbertsoni: em todos os trinta testes realizados
foi observada a presenga de formas cisticas. Em todos os
dez testes realizados com o Flex-care (100%) foi observado
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crescimento amebiano. Em nenhum dos dez testes realiza-
dos com o Hidrocare foi observado crescimento amebiano.

2.3 Acanthamoeba sp: em todos os trinta testes realiza-
dos foi observada a presenga de formas cisticas. Em oito
dos dez testes realizados com o Hidrocare (80%) foi obser-
vado crescimento amebiano. Em todos os dez testes realiza-
dos com o Flex-care (100%) foi observado crescimento ame-
biano.

DISCUSSAO

Nos E.U.A., onde lentes de contacto e seus acessorios
sdo rigidamente controlados pela "’Food and Drug Adminis-
tration —F.D.A.", sdo exigidos niveis apenas de desinfecgao
para os diferentes sistemas de manutengao de L.C.G. pois,
estudos realizados pelo 6rgao, tém provado que apenas
a desinfecgdo ja promove adequada seguranga aos olhos dos
usudrios, ndo sendo necessdrio promover a esterilizagao
(SIBLEY, 1981). As determinagGes canadenses adotadas pelo
’Canadian Food and Drug Directorate’” sio semelhantes
(FICHMAN, 1975).

Os sistemas de desinfecgdo para L.C.G. nos E.U.A. sdao
avaliados de acordo com testes descritos no "’Microbiolo-
gical Guidelines desenvolvido pelo "’Office of Medical De-
vices of the F.D.A.”” (HOULSBY e col., 1984).

Basicamente, trés testes podem ser utilizados para a
avaliagdo: 1. Testes de Contribuicio de Elementos, onde
€ analisada a quantidade de microrganismos eliminados de
uma lente de contacto contaminada, durante cada passo
de um procedimento de desinfecgdo completo;

2. Estudo da Contribuigdo Isolada do Agente Desinfe-
tante Ativo, através do teste de porcentagem de morte ("’'D-
value test’’);

3. Teste de Avaliagdo Microbiolégica por Multi-itens,
onde o processo completo de desinfecgao ¢ avaliado como
um todo (limpeza, enxague e desinfecgdo propriamente di-
ta).

HOULSBY e col. (1984) chamiam a atengao de que muitas
varidveis sao envolvidas durante a limpeza e enxague de
L.C.G., como por exemplo: manipulagdo das lentes, tempo
empregado para cada procedimento, pressao aplicada sobre
a lente durante a limpeza e volume utilizado para enxague.
Acreditando que estes fatores possam alterar um teste em
relagdo a outro, dentro de um experimento com vdrios tes-
tes, os autores sugerem que '‘cada parte de um sistema
completo de desinfecgdo seja avaliada por sua individual
contribuicdo em destruir ou remover microrganismos‘’.

A maior parte dos estudos publicados na literatura mun-
dial quanto a sistemas de desinfecgao de L.C.G. e Acantha-
moeba, tem se utilizado da avaliagdo por contribuigao isola-
da do agente desinfetante ativo (LUDWIG e col., 1986, LIND-
QUIST e col., 1987, SILVANY e col., 1987b), exceto FREITAS
e col. (1988) que além deste, aplicaram também o teste
de avaliagdo microbiolégica por multi-itens contra Acantha-
moeba culbertsoni e dois sistemas de desinfecgao.

No presente estudo, utilizou-se a avaliagdo por contri-
buigdo isolada do agente desinfetante ativo pois, devido
ao conhecimento de serem os microrganismos em teste
ubiquos na natureza, poderiam estar presentes nas solugées
de enxague e assepsia do usudrio (MOORE e col., 1987)
funcionando como um meio de contaminagio, restando
somente a desinfecgao propriamente dita como unica alter-
nativa de eliminagdo do protozodrio. Além disso, por se
tratarem de microrganismos dotados de capacidade de en-
cistamento, nos pareceu mais interessante avaliar sua resis-
téncia aos diferentes quimicos e a alta temperatura, do que
a simples remogao mecanica por limpeza e enxague.

Existem dois métodos disponiveis para desinfecgao de
lentes de contacto gelatinosas: térmico e quimico. Dentre
estes, os mais corriqueiramente utilizados, e por este motivo
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escolhidos para serem analisados neste estudo, sdo os apa-
relhos elétricos de desinfecgao térmica, denominados as-
septizadores e as solugdes quimicas Hidrocare e Flex-care.

O sistema térmico é o mais antigo método de desin-
feccdo empregado para L.C.G., sendo sugerido em 1966
(PHILLIPS, 1977), reconhecido pelo F.D.A.” em 1972 e o
unico aprovado por esta entidade até 1977 (WECHSLER &
GEORGE, 1981).

O "F.D.A. Guidelines for Premarked Approval of Con-
tact Lenses and Related Accessories”, em 1980, determinou
que todos os aparelhos empregados para a desinfecgao tér-
mica de L.C.G. devem alcangar uma temperatura de, no
minimo, 80°C e manté-la por um periodo de dez minutos
durante um ciclo completo de assepsia (SIBLEY, 1981).

Oriscodeinfecgao oriundade falhado sistema térmico
de desinfecgdo de L.C.G. existe por vdrias razoes. McBRIDE
(1979) discute que nem sempre a temperatura obtida € sufi-
ciente para destruir determinados microrganismos, e quan-
do o é, pode causar danos na composigao da lente. WECHS-
LER & GEORGE (1981) e PHILLIPS (1977) acreditam que conta-
minagdo durante a desinfecgdo térmica pode ocorrer, mes-
mo apés a realizagao de um ciclo completo de assepsia,
através da sucgdo de microrganismos do meio ambiente
para dentro do porta lentes de contacto, no espago de tem-
po do resfriamento do ciclo. ERIKSEN (1978) refere que para
se manter esterilizagdo apds um ciclo térmico completo de-
ve haver vedagiao perfeita do conteudo interno. Observa,
através de estudos realizados em laboratério, que bactérias
colocadas dentro do porta-lentes de contacto e submetidas
a assepsia térmica sdo destruidas, mas o conteiddo nao se
apresenta estéril. Menciona que bactérias povoadoras da
drea onde ocorreu o processo de resfriamento contaminam
ointerior do porta lentes. Acrescenta que estacontaminagao
poderia ser eliminada se o resfriamento fosse efetuado em
um recipiente estéril.

Todos os testes do presente estudo foram realizados
em capela de fluxo laminar vertical continuo, promovendo
a esterilizagdo do meio ambiente. Este procedimento nao
permitiu que houvesse contaminagao dos porta-lentes ap6s
aassepsia térmica, durante o periodo de resfriamento, como
cita ERIKSEN (1978), WECHSLER & GEORGE (1981) e PHILLIPS
(1977) pois todos os resultados obtidos foram negativos para
crescimento amebiano, nio havendo nenhum que pudesse
ser questionado como falso positivo nas vdrias assepsias
térmicas realizadas.

Em relagdao a A. V. L., DUMA (1972) avaliou a resisténcia
destes parasitos a altas temperaturas e referiu que alguns
trofozoitos podem tolerar temperaturas altas como 50°C por
duas horas seguido de morte imediata a 57°C, tendo algumas
cepas requerido 70°C para serem eliminhadas.

A desinfecgao térmica é um eficiente método na elimi-
nagio de Acanthamoeba.

LUDWIG e col. (1986) avaliaram trés tipos diferentes
de asseptizadores térmicos contra Acanthamoeba castellanii
e Acanthamoeba polyphaga, cepas patogénicas oculares. Os
protozodrios foram suspensos em solugao salina preservada
a base de borato de sédio, dcido bérico, timerosal 0.001%
e EDTA 0.1% e colocados dentro dos porta-lentes de con-
tacto e, entao, submetidos a um ciclo completo de assep-
tizacdc. Nao houve crescimeto amebiano para nenhum dos
trés aparelhos avaliados em relagiao as duas espécies testa-
das, estando estes resul.ados concordantes com os por nés
encontrados, s6 que, em nosso estudo, a suspensao dos
protozodrios foi realizada com dgua destilada pois, solugées
preservadas podem atingir as amebas, como demonstrou
SILVANY e col. (1987b e 1988) podendo criar dividas se
a efetividade seria somente devida ao método térmico de
desinfecgdo ou se o preservativo estaria influenciando nos
resultados. Mesmo estando os controles positivos, que tam-
bém foram suspensos nas mesmas solugées preservadas,
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como descreveram LUDWIG e col. (1986), duvidas poderiam
ocorrer, pois HAMILTON (1971) relatou a potencializagao
de certos desinfetantes e preservativos frente a altas tempe-
raturas.

LINDQUIST e col. (1987) submeteram quatro lentes de
contacto de pacientes com tlcera de cérnea por Acantha-
moeba a diferentes métodos de desinfecgao e concluiram
que a desinfecgao térmica a 80°C erradica o protozodrio.
E importante referir que os controles foram positivos, de-
monstrando que as lentes estavam realmente contaminadas.
Em um segundo tempo, os autores contaminaram lentes
de contacto estéreis com os protozodrios e as submeteram
aos mesmos métodos de desinfecgao do primeiro, e nova-
mente a desinfecgdo térmica se mostrou efetiva. Nao é rela-
tada a metodologia empregada e as espécies testadas, sendo
estes itens importantes, a nosso ver, devido o grande nime-
ro de espécies e cepas envolvidas na etiologia da ceratite
e porque entre estas exitem resisténcias individuiais (DU-
MA, 1972) que as diferenciam uma das outras, tornando-se
importante a avaliagio de um maior niimero possivel de
espécies, principalmente aquelas isoladas de ulceras cor-
neanas (comprovadamente patogénicas oculares) ou de um
centro de tipagem, como foi realizado em nosso estudo.
FREITAS e col. (1988) testaram A. culbertsoni quanto a sensibi-
lidade a métodos de desinfecgdo de L.C.G., e esta espécie,
segundo a literatura, ainda nao havia sido avaliada. Apesar
de os autores terem empregado em alguns testes metodo-
logia de desinfecgao diferente em relagao ao nosso estudo,
comprovaram que a desinfecgdo térmica foi eficiente em
eliminar o protozodrio.

No presente estudo demonstrou-se que a desinfecgao
térmica, tanto no Experimento | como no I, é 100% efetiva
na eliminagdo de Acanthamoeba spp, fato esse traduzido
pelapresencga, em todos os testes, de cistos que ndo desen-
volveram a forma trofozoitica, estando portanto, invidveis.

Assepsia térmica era o tinico método de desinfecgao reco-
nhecido pelo ”F.D.A.* até 1979, quando o sistema quimico
foi aprovado (WECHSLER & GEORGE, 1981).

Alguns dos produtos utilizados na assepsia de L.C.G.
apresentam suplementos sinérgicos como o edetato diss6-
dico, dcido bérico, borato de s6dio, estes presentes no
Flex-care empregado em nosso estudo, e o 4cido sérbico
(JOSEPHSON & CAFFERY, 1981). O Hidrocare nao apresenta
na sua composigio suplementos sinérgicos. E interessante
referir que os nossos resultados demonstraram que o Flex-
care, apesar de possuir suplementos sinérgicos na sua com-
posigdo, parece ser menos efetivo em relagao ao Hidrocare,
que nao os possui, podendo este fato nos levar a concluir
que estes suplementos sinérgicos, em relagao aA.V.L., ndo
teriam importante efeito. NORTON e col. (1974) discutiram
que o periodo de desinfeccao normalmente realizado por
usudrios de L. C. G. é de uma noite, mas referiram que nem
sempre isso ocorre, sendo necessdrio que estas solugoes
tenham agao em muito menos tempo. Propuseram que o
tempo maximo necessdrio para desinfecgdo quimicade L.C.
G. seja de quatro horas. )

No presente estudo, empregamos quatro horas para
o Flex-care e oito para o Hidrocare, pois optamos em seguir
a orientagao fornecida pelo fabricante através da bula, que,
ano nosso ver, se aproximaria mais do que € realizado pelo
usudrio no seu dia a dia de cuidado da lente.

E importante lembrar que, pensando especialmente em
cultivo de Acanthamoeba, estes protozodérios, devido ao seu
tamanho e peso, tendem a se depositar no fundo dos reci-
pientes onde estdo estocados em solugao, nao fazendo sen-
tido a retirada de aliquotas, talvez, até da superficie, onde,
provavelmente, nao hd o parafso, sem antes haver homoge-
neizagao com cuidadosa aspiragdo na totalidade do volume,
como foi realizado em nossos experimentos com as solu-
¢Oes estudadas. A falta deste cuidado poderia acarretar em
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um resultado falso-negativo, uma vez que o protozodrio
poderia permanecer na jungdo das paredes do frasco ou
no fundo do recipiente onde estas solugoes permaneceram
em repouso.

Em relagdo aos sistemas quimicos de desinfecgio de
L.C.G. e Acanthamoeba, LUDWIG e col. (1986) realizaram
o primeiro estudo expondo A. castellanii e A. polyphaga ao
Flex-care (gluconato de clorexidina 0.005% + timerosal
0.001%) e ao Allergan Soft Contact Lens Disinfection Solu-
tion (cloreto de trietanol aquil aménio 0.013% + timerosal
0.002%). Para cada espécie, trofozoitos e cistos foram avalia-
dos separadamente, realizando-se um teste para o primeiro
e dois para o segundo. Os protozodrios foram suspensos
em 2 ml da solugdo quimica e mantidos assim por quatro
horas, seguindo-se de lavagem e posterior cultivo. Encontra-
ram-se que o Flex-care nio foi efetivo em eliminar A. poly-
phaga mas o foi em A. castellanii. A Allergan Soft Contact
Lens Disinfection Solution nao foi capaz de eliminar nenhu-
ma das duas espécies em avaliagdo. Os resultados do estudo
anterior contrariam aos nossos, onde o Flex-care mostrou-se
efetivo em eliminar A. polyphaga e A. castellanii assim como
o Hidrocare. No estudo de LUDWIG e col. (1986) foram
realizados poucos testes de avaliagio que pudessem per-
mitir uma conclusao estatisticamente significante.

Quanto ao estudo de LINDQUIST e col. (1987) onde
L.C.G. contaminadas com Acanthamoeba sp foram subme-
tidas a desinfeccdo com amdnia quaterndria, concluiram
que este quimico parece ndo ter capacidade de erradicar
o parasito. E importante a metodologia aplicada no cultivo
de L.C.G. contaminadas por microrganismos com capaci-
dade de encistamento, como no caso das A.V.L.. Quando
L.C.G. sdo colocadas em solugdo aquosa contaminada com
Acanthamoeba as formas trofozoiticas movimentam-se e ten-
dem a aderir em sua superficie, podendo esta aderéncia
ocorrer em somente uma das faces da lente. Durante a
desinfecgao estes trofozoitos aderidos se encistam, perden-
do capacidade de movimentagao. Se durante o cultivo a
face da L.C.G. contaminada com o protozodrio ficar contra-
ria asuperficie do dgar os cistos ndo teriam como reconhecer
condigées ideais necessdrias para o desencistamento, po-
dendo muitas vezes este discuido levar a um resultado falso-
negativo. LINDQUIST e col. (1987) utilizaram L.C.G. em seu
estudo e ndao descreveram a técnica de semeadura empre-
gada.

No presente estudo procuramos passar vdrias vezes ca-
da face da lente em teste no 4gar, propiciando ao cisto
a possibilidade de se desprender da lente, ficando na super-
ficie do 4gar. Ainda, é importante referir que o fato de
algumas solugées quimicas terem a capacidade de adsorver
a L.C.G., podendo serem liberadas posteriormente (KAS-
PAR, 1976; MACKEEN & GREEN, 1978), fez com que apds
passarmos as faces da L.C.G. centralmente no 4gar, esta
fosse colocada na periferia do meio de cultivo, ou seja,
longe do provével local de semeadura, nao permitindo que
aliberagao do quimico adsorvido pudesse alterar as caracte-
risticas do 4gar, inibindo, assim, o crescimento das amebas.

Ainda, em relagdo a metodologia de pesquisa, ao se
utilizar L.C.G. contaminadas com Acanthamoeba e solugées
de desinfecgdo, foi realizado neste estudo a semeadura de
todos os volumes onde as lentes permaneceram imersas
nos diferentes métodos de desinfecgao do Experimento I.
Acreditamos que ao colocar as L. C. G. contaminadas com
as amebas nas solugées, os parasitos poderiam se despren-
der e permanecer vidveis no fundo do compartimento e
ao semearmos as lentes o crescimento seria negativo, apesar
de o protozodrio poder estar vivo na solugao. Esta suposigdo
foi amplamente contradita pela auséncia de crescimento
amebiano em 100% das placas semeadas com os resfduos
destas solugées.
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SILVANY e col. (1987b) investigaram a capacidade de
compostos quimicos eliminarem A. castellanii e A. polyphaga.
Relataram que as preparagoes compostas de timerosal +
edetato, clorexidina + edetato, clorexidina 0.001% e peré-
xido de hidrogénio 3% foram capazes de eliminar as amebas,
enquanto que ao 4cido sérbico 1% + EDTA 0.1%, sorbato
de potdssio 0.13% + EDTA 0.1%, timerosal 0.001% e 0.004%
e ao 4cido sérbico 0.1% nao o foram. SILVANY e col. (1988),
em estudo semelhante, comprovaram que timerosal a
0.001%, 0.002% ou 0.004% associado ao edetato é efetivo
em eliminar Acanthamoeba castellanii e Acanthamoeba poly-
phaga, assim como o é timerosal associado ou com clorexi-
dina e edetato ou com cloreto de amoénia 0.013%. Entretanto,
sorbato de potéssio 0.13% com edetato ou dcido bérico
0.1% com edetato nao o sao.

Em nosso estudo, a associagao de gluconato de clorexi-
dina a 0.005% com timerosal 0.001% e edetato dissédico
a 0.1% foi efetiva em eliminar A. polyphaga, A. castellanii
e A. astronyxis, ndo a sendo para Acanthamoeba sp e A.
culbertsoni. O cloreto de trietanol aquil aménio miramine
a0.0330 mg/ml com timerosal sédico a 0.023 mg/ml foi efeti-
vo em eliminar todas as amebas por nés testadas, exceto
a Acanthamoeba sp.

E interessante ressaltar que, tanto no Experimento I
do nosso estudo como naqueles desenvolvidos por LUD-
WIG e col (1986) e SILVANY e col. (1987b), os protozodrios
que ficaram expostos aos quimicos foram lavados antes de
serem cultivados. Este procedimento se faz importante pois,
o quimico pode ficar adsorvido na parede do cisto sem
ter, necessariamente, causado sua morte, podendo, apds
ser eliminado, ocorrer a passagem da forma cistica para
a forma infectante (trofozoitica). Também, se os cistos fos-
sem cultivados sem prévia lavagem, os quimicos poderiam
ser liberados talvez influenciando na composicao do 4gar
que deixaria de ser adequado. Este fato é comprovado atra-
vés da comparagao entre os resultados obtidos neste estudo
avaliando-se Acanthamoeba sp, que apresentou positividade
em 80% dos testes realizados com o Flex-care no Experi-
mento |, onde as amebas nao foram lavadas e no Experi-
mento |l, p6s lavagem, nao sé o Flex-care positivou em
100% dos testes como também o Hidrocare, negativo no
Experimento |, positivou em 80% dos testes. De maneira
semelhante, A. culbertsoni que havia positivado em 80% dos
testes realizados com Flex-care no Experimento | positivou
em 100% para o mesmo quimico no Experimento Il.

A mesma cepa de A. culbertsoni foi avaliada, quanto
asensibilidade aos quimicos Flex-care e Hidrocare, por FREI-
TAS e col. (1988) e por nés, no presente estudo. A metodo-
logia empregada pelos primeiros autores diferiu, em parte,
da nossa, pois incluiu limpeza e enxague da L. C.G. antes
da desinfecgao propriamente dita. E importante citar que
FREITAS e col. (1988) concluiram serem estes quimicos efeti-
vos contra a Acanthamoeba culbertsoni, contrariando os re-
sultados por n6s obtidos neste estudo onde esta foi resis-
tente ao Flex-care. Este fato nos leva a concluir que alimpeza
e enxague siao passos importantes para eliminagdo desta
espécie de ameba quando se utiliza o Flex-care. Ainda, no
estudo de FREITAS e col. (1988), em um dos experimentos
empregou-se o estudo da contribuicao isolada do agente
desinfetante ativo, sendo neste, aameba pesquisada, sensi-
vel. Acreditamos que estes resultados contrariaram os nos-
sos devido ao pequeno nimero de testes (trés) empregados
por FREITAS e col. (1988) para cada experimento.

Ao compararmos os métodos fisico e quimico, obser-
vamos que duas espécies, Acanthamoeba sp e A. culbertso-
ni foram mais resistentes a desinfecgao quimica em
relagdo a térmica, e esta diierengafoi estatisticamente signi-
ficante. Estes resultados levam a deduzir que a assepsia
térmica seria o método de eleigdo no tratamento de L.C.G.
contaminadas com Acanthamoeba.
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Quanto ao uso da desinfecgdao quimica nos casos de
L.C.G. de alta hidratagdo (onde a desinfecgao térmica é
contra-indicada), esta pode ser empregada em algumas res-
trigoes, como, por exemplo, emprego de solugées para lava-
gem e enxague sabidamente estéreis, de preferéncia preser-
vadas e também educando o usudrio de L.C.G. em relagao
aos riscos de contaminagdo e mostrando como evitd-los.
Analisando, separadamente, os dois tipos de quimicos em-
pregados paraestas espécies pareceu ser o Hidrocare mais
efetivo em relagao ao Flex-care, sendo, portanto, indicado
para a realizagao de desinfecgao quimica, apesar que acredi-
tamos ser necessdrio avaliar um maior nimero de espécies.

E importante frisar que solugbes aquosas contendo
Acanthamoeba siao capazes de contaminar L.C.G., fato este
amplamente comprovado pela positividade de todos os con-
troles do Experimento |, e estas lentes, apesar da patogénese
ainda incerta, funcionam como vetores de transmissao des-
tes protozodrios ao olho.

Acanthamoeba sp, testada neste estudo, mostrou-se al-
tamente resistente as desinfecgoes quimicas propostas. Po-
de-se questionar que, por se tratar de uma cepa isolada
recentemente (NOSE e col., 1988), apresentaria maior resis-
téncia, em comparagao aquelas isoladas e mantidas em culti-
vo laboratorial durante muito tempo, como A. polyphaga
e A. castellanii (NAGINGTON & RICHARDS, 1976) que termi-
nariam por perder algumas de suas caracteristicas proéprias.
Ou simplesmente, a cepa "'per si”’ poderia ser dotada de
caracteristicas de alta resisténcia, independente da data de
isolamento e idade do cultivo.

A avaliagao de outras cepas, principalmente as isoladas
das préprias lesGes oculares, € interessante, uma vez que
A.V.L. ndo tém ainda a relagao parasito-hospedeiro bem
determinada e elas parecem estar em transicao para a vida
parasitdria. O estudo dos fatores ligados a resisténcia destes
protozodrios, a0 meio em que vivem e ao hospedeiro, com-
prometido sistematicamente ou localmente, a nivel ocular,
poderia elucidar muitos aspectos da interagao Acanthamoe-
ba — organismo humano.

RESUMO

Desde 1980 varios casos de ceratite por Acanthamoeba tém
sido diagnosticados e, ao contrario dos primeiros relatos onde o fator
desencadeante era o trauma, atualmente a quase totalidade dos casos
relaciona-se com o uso de lentes de contacto.

Estudos tém sido desenvolvidos para esclarecer o envolvimento
destas lentes na fisiopatologia da ceratite por Acanthamoeba. Dentre
estes, a avaliagao dos diferentes sistemas de desinfecgdo empregados
na sua manutengao, aponta como um assunto controverso e de inte-
resse cientifico, uma vez que, um grande nuimero de espécies e
cepas estao envolvidas, apresentando, cada uma delas, um comporta-
mento diferente, em relagao a estes sistemas.

Este estudo teve por objetivo testar a susceptibilidade de cinco
diferentes espécies de Acanthomoeba, A. astronyxis, A. Polyphaga, A.
castellanii, A. Culbertsoni e Acanthamoeba sp a um sistema de desin-
fecgdo térmica (unidades elétricas de asseptizacdo térmica) e dois
sistemas de desinfecgao quimica (Hidrocare e Flex-care).

Dois experimentos foram realizados. No primeiro, lentes de con-
tacto gelatinosas foram contaminadas com as diferentes espécies do
protozodrio e em seguida submetidas a desinfecgao e cultivo. No
segundo, cistos e trofozoitos das mesmas espécies foram expostos
diretamente aos sistemas de desinfecgdo, sendo posteriormente lava-
dos, com o objetivo de eliminar a solugdo quimica eventualmente
presente na superficie da ameba.

O controle do crescimento amebiano foi realizado através de
exame didrio, por vinte dias, com microscopia 6ptica.

O crescimento foi definido pelo aparecimento de formas trofo-
zoiticas.

A desinfecgao térmica mostrou-se efetiva em 100% dos testes
realizados com as cinco diferentes espécies de Acanthamoeba avalia-
das. A. culbertsoni resistiu a desinfecgao quimica com Flexcare, sendo
susceptivel ao Hidrocare, e Acanthamoeba sp resistiu aos dois com-
postos testados.

O estudo permitiu concluir que, dos métodos testados, a desin-
fecgdo térmica é a unica totalmente efetiva para a desinfecgao de
lentes de contacto gelatinosas contaminadas com Acanthamoeba.
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SUMMARY

Acanthamoeba corneal infection has been reported in some per-
son who wear soft contact lenses.

In this study five differents species of Acanthamoeba (A. astronyxis,
A. polyphaga, A. castellanii, A. culbertsoni and Acanthamoeba sp) were
tested againsttwo chemical (Hidrocare and Flex-care) and one thermal
(heat) disinfection units) soft contact lens disinfection systems accor-
ding to the manufacturer’s instructions.

Foreach specie and disinfection system ten testswere performed
in separate trials, and with appropriate controls.

In a first time soft contact lens were infected with Acanthamoeba
spp and then submited to the disinfection systems.

In a second time suspension of Acanthamoeba spp cysts and tro-
phozoites were directely tested and after disinfection the organisms
werewashed three times.

A. culbertsoni and Acanthamoeba sp were capable to resist to
Flex-care in the first study and in the second A. culbertsoni was capable
to resist to Flex-care and Acanthamoeba sp to Flex-care and Hidrocare.

The amoebic growing was considering positive when trophozoitic
forms appeared.
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HOSPITAL DAS CLINICAS — FACULDADE DE MEDICINA DA USP

Serd realizado o curso de Oftalmologia: “ESTADO ATUAL E RE-
CENTES PROGRESSOS EM CIRURGIA DO SEGMENTO ANTERIOR",
dias 07 e 08 de Abril de 1989, no teatro da Faculdade de medicina
da USP, Av. Dr. Arnaldo, n®455. Entre os palestrantes: — Dr. Newton
Kara José, Dr. Carlos Arieta, Dr. Rubens Belfort Jr., Dr. Hisashi Suzuki,

Dr. Suel Abujamra, Dr. Carlos Hirata, Dr. José Américo Bonatti, Dr.
Samir Bechara, Dr. Walton Nosé, Dr. Walter Takahashi, Dr. Nilo Hols-
chuh entre outros. Informagées: Sra, Regina nos telefones: (011)
211-5167 e (011) 813-0675.

El fundador y diretor del Curso, Dr. Don Nicholson, Les invita
a todos los oftalmélogos de habla hispana a asistir a este curso clinico
advanzado presentado por los profesores, ex-alunmos, y invitados
del honor del Bascom Palmer Eye Institute. Interpretacién simultanea
(Inglés-Espadiol).

Fecha del Curso: 07-11 de novembro de 1989.

La correspondencia puede dirigirse al:
Don Nicholson, M. D. — XI Curso Interamericano —

Bascom Palmer Eye Institute — P. O. Box 016880 —
Miami, Florida 33101 — USA

X1 CURSO INTERAMERICANO DE OFTALMOLOGIA CLINICA

Temas del XI Curso Interamericano:

Glaucoma

Catarata/LIO
Neuro-Oftalmologia
Avances Recientes
Practica actual

Uveitis

Enfermedades Externas
Trauma
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