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RESUMO

Objetivo: Avaliar a microbiota bacteriana da conjuntiva e sua sensibilidade aos antibi6ticos
em portadores de degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) exsudativa,
comparando com a de portadores de catarata. Métodos: Realizou-se estudo prospectivo,
observacional, analitico, com corte transversal em duas populacbes de estudo. Foram
constituidos dois grupos: grupo | (DMRI exsudativa ativa com indicacdo de injecdo
intravitrea de bevacizumab) com 16 olhos de 16 pacientes (oito do sexo masculino e oito do
feminino) com média de idades de 71,3+9,9 anos; grupo Il (catarata em pré-operatoério para
cirurgia) com 27 olhos de 27 pacientes (nove do sexo masculino e 18 do feminino) com
média de idades de 67,6+7,9 anos. Os grupos foram homogéneos em relacdo a idade
(p=0,180) e ao sexo (p=0,280). Foi realizada coleta de secre¢éo do fundo de saco inferior da
conjuntiva, através de swab, e imediatamente colocado em tubo contendo meio liquido BHI
(brain heart infusion). As amostras foram processadas conforme técnicas laboratoriais
padréo e realizado antibiograma de cada colénia isolada. Resultados: Houve crescimento
de 17 colbnias bacterianas no grupo I, com um olho ndo apresentando crescimento e 30
colénias no grupo Il. Houve maior frequéncia de bactérias Gram positivas nos dois grupos:
14/17 colbnias (82,3%) no grupo | e 29/30 colbnias (96,7%) no grupo Il, com predominio de
Staphylococcus aureus em ambos 0s grupos, com oito amostras (47,1%) e 17 (56,7%),
respectivamente. Staphylococcus coagulase negativa foi a segunda bactéria mais
identificada, com 23,5% no grupo | e 20,0% no grupo Il. Nenhuma diferenca de frequiéncia
entre os grupos alcancou significAncia estatistica. Nao foi observada diferenca
estatisticamente significante na sensibilidade das bactérias aos antibiticos testados entre
os dois grupos, entretanto houve tendéncia para maior resisténcia a oxacilina nos
portadores de DMRI (p=0,081). Conclusdo: N&do houve diferenca na distribuicdo das
bactérias e sensibilidade aos antibioticos da microbiota conjuntival em portadores de DMRI
exsudativa, comparada com a de catarata.

Descritores: Flora; Tunica conjuntiva; Degeneracdo macular; Catarata.



ABSTRACT

Purpose: To evaluate the conjunctiva bacterial microbiota and its antibiotic sensibility in
exsudative age-related macular degeneration (ARMD) patients, comparing to the microbiota
of cataract patients. Methods: It was done a prospective, observational, analytic study, with
cross section in two study populations. Two groups were organized: group | (active
exsudative ARMD with indication of intravitreous injection of bevacizumab) with 16 eyes from
16 patients (eight males and eight females) with mean age of 71.3+9.9 years; group Il
(cataract in the pre-operative for surgery) with 27 eyes from 27 patients (nine males and 18
females) with mean age of 67.6+7.9 years. The groups were similar in relation to age
(p=0.180) and sex (p=0.280). The inferior conjunctiva sac was swabbed, and the material
immediately put in a tube with liquid culture media BHI (brain heart infusion). Samples were
processed according to standard laboratory techniques and antibiogram was determined for
each bacterial colony. Results: There was growth of 17 bacterial colonies in group |, with
one eye showing no growth and 30 colonies in group Il. There were more Gram positive
bacteria in both groups: 14/17 colonies (82.3%) in group | and 29/30 colonies (96.7%) in
group II, with Staphylococcus aureus predominance in both groups, with eight samples
(47.1%) and 17 (56.7%), respectively. Coagulase negative Staphylococcus was the second
most frequent identified bacteria, with 23.5% in group | and 20.0% in group Il. None of the
differences between the groups reached statistical significance. It was not observed
statistically significant difference on bacterial antibiotic sensibility between the two groups,
however there was a tendency to more resistance to oxacilin in the bacteria profile of ARMD
patients (p=0.081). Conclusion: There was no difference in the distribution of bacteria and
antibiotic sensibility of the conjunctival microbiota in exsudative ARMD patients, as compared

to cataract patients.

Keywords: Flora; Conjunctiva; Macular degeneration; Cataract.



INTRODUCAO

1. Apresentacédo do problema

A endoftalmite infecciosa pds-operatéria, embora rara, € uma das mais
graves complicacdes da cirurgia intraocular, com pobre prognéstico visual.
Apresenta incidéncia variavel de 0,07 a 0,265% em cirurgias de catarata®?.

Acredita-se que, na maior parte dos casos, a fonte do agente infeccioso
sejam bactérias da prépria microbiota conjuntival (MC) dos pacientes operados™®.
Este fato € bem comprovado em relacdo a cirurgia de catarata (facectomia) e
sugere-se que uma vez se reduzindo ou eliminando as colbnias bacterianas na
superficie ocular, poderia haver uma diminui¢do da incidéncia de endoftalmite pés-
operatéria. Varias medidas sdo propostas neste sentido, dentre elas o uso de
iodopovidona (PVPI) no pré-operatoério, uso de antibiéticos tépicos peri-operatorio e
isolamento dos cilios”®.

InjecBes intravitreas de agentes terapéuticos tém se tornado terapia padrao
para uma série de doencas envolvendo a retina®!®. Dentre estas, destaca-se a
degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI), uma das principais causas de
cegueira legal em pacientes acima de 60 anos no mundo ocidental**. Na sua forma
exsudativa ou neovascular, onde ha crescimento de vasos sanguineos no espaco

sub-retiniano denominado membrana neovascular sub-retiniana (MNVSR), drogas
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como ranibizumab e bevacizumab tém revolucionado o tratamento nos ultimos anos,
aumentando exponencialmente o nimero de injecdes intravitreas™**3.

Com o aumento das injecOes intravitreas para DMRI, cresce também a
preocupacdo com as complicacbes associadas. Existe um risco inerente ao
procedimento de endoftalmite infecciosa®°. Endoftalmite pés-injecdo intravitrea tem
um incidéncia variavel na literatura. Se for considerado o risco por procedimento, a
incidéncia é aparentemente semelhante aos indices pos-facectomia, em torno de
0,02 a 0,05%'®. Entretanto, se for considerado o risco por olho ao longo do tempo,
a incidéncia pode chegar a niveis mais elevados de 1,0 e até 2,0% em algumas
casuisticas. Este fato pode ser explicado em parte porque no tratamento com
ranibizumab, por exemplo, sdo indicadas inje¢des intravitreas mensais e, em alguns
casos, chegando a repeticdo do procedimento por até 24 meses consecutivos*?*’.

A profilaxia de endoftalmite pds-injecdo intravitrea € baseada nos estudos
direcionados para cirurgia de catarata. Existem poucos estudos na literatura
abordando profilaxia de endoftalmite em injecdo intravitrea®'®2°. Especula-se que

bactérias da MC poderiam ganhar acesso direto ao vitreo no momento da injecao,

carreada pela ponta da agulha, causando endoftalmite™”.
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1.2 Justificativa

E reconhecida a importancia da MC na fisopatologia da endoftalmite
infecciosa®®. Saber que bactérias sdo as mais prevalentes e o perfil de resposta das
mesmas aos diferentes antibidticos é de importancia tanto na profilaxia quanto no
tratamento da endoftalmite em qualquer procedimento cirdrgico intraocular®.

Outrossim, sabe-se que grande parte do conhecimento de endoftalmite
provém de pesquisas relacionadas a cirurgia de catarata. A MC em portadores de
catarata € bem estabelecida na literatura. Nao ha, porém, pesquisas abordando
diretamente MC em portadores de DMRI exsudativa.

Some-se a isso o fato que a DMRI ainda ndo tem sua fisiopatologia
totalmente esclarecida. Acredita-se atualmente numa modificacdo genética que leva
a ativacdo anormal do sistema complemento que, em dultima analise, gera uma
resposta inflamatdria no tecido sub-retiniano. As drusas e lesBes nas células do
epitélio pigmentar da retina (EPR) seriam conseqiiéncia desta inflamacao local®.

Se a DMRI tem componente inflamatério na sua fisiopatologia, esta
alteracdo poderia, em tese, estar presente em outros locais do organismo, levando,
por exemplo, a modificacbes no microambiente da conjuntiva e consequente
alteracdo da microbiota local.

O objetivo do presente estudo foi entdo de investigar a possivel influéncia da
DMRI exsudativa na distribuicdo das bactérias da MC e sua resposta aos

antibiéticos, comparando com a microbiota de portadores de catarata.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Geral

Avaliar a microbiota bacteriana da conjuntiva em portadores de degeneracao
macular relacionada a idade (DMRI) exsudativa, comparando com a de portadores

de catarata.

1.3.2 Especificos

% Descrever as frequéncias das bactérias cultivadas do saco conjuntival
em pacientes com DMRI exsudativa, comparando-as com as isoladas

de pacientes com catarata;

R/

% Determinar e comparar a sensibilidade aos antibiéticos das culturas

bacterianas positivas de ambos os grupos estudados.



LITERATURA

2.1 Microbiota conjuntival

2.1.1 Constituicao

A presenca de microorganismos na conjuntiva humana foi estabelecida ja no
século XIX. Acreditava-se na época que somente bactérias aerdbias compunham a
microbiota normal®®. Em 1935, foi evidenciada a existéncia de microbiota aerébia e
também facultativa na conjuntiva normal®*. S6 em 1975, ficou demonstrada a
presenca de bactérias anaerébias estritas®.

Staphylococcus coagulase negativa (StaCon), Corynebacterium sp. e
Staphylococcus aureus séo as espécies bacterianas mais encontradas na microbiota

2
I 6

conjuntival normal®”. Existe certa variacdo nos estudos de freqiiéncia relativa, mas a

maioria é concordante no que se refere & bactéria mais prevalente, o StaCon?%*3,
Os StaCon representam um grupo de bactérias onde séo identificadas treze
espécies, isoladas por diferentes métodos de identificagcdo. Staphylococcus
epidermidis e Staphylococcus saprophyticus s&o as mais comumente citadas do grupo
pelo seu potencial patogénico. E questionavel, porém, a validade clinica desses
métodos para diferenciar as bactérias do grupo. Determinacdo da concentracdo

inibitoria minima (CIM) parece ser clinicamente mais importante do que a identificacao

individual de cada espécie bacteriana.
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Bactérias consideradas patogénicas também s&o encontradas, mas em
frequéncias reduzidas. Fazem parte deste grupo: Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus faecalis, Streptococcus sp., Haemophilus influenza, Haemophilus sp.,
diplococos Gram negativos, entre outras?®.

Com a melhoria dos métodos de isolamento e identificacdo de bactérias
anaerobias e fungos, tem-se observado cada vez mais estes microorganismos na
MC normal**®**. Das bactérias anaerdébias, o Propionibacterium acnes tem se
mostrado o mais prevalente na maioria dos estudos, chegando a niveis de 86% do
total de bactérias anaerdbias®>* e de 33% numa casuistica com bactérias aerébias
e anaerdbias?.

Quanto aos fungos, podem ser encontrados na MC normal em taxas que
variam de zero até 28%°’. Sdo considerados habitantes transitérios da microbiota,
dependendo de fatores ambientais para serem encontrados, como exposicdo ao
campo e estacdes do ano. Usualmente, o fungo ndo permanece no saco conjuntival,
muito menos cresce em condicdes normais. Mas sua presenca, mesmo que
transitéria, tem importancia. Caso haja desequilibrio no sistema imunolégico, como
em doencas cronicas, uso de corticoterapia e antibioticoterapia topica, pode passar
a causar doencas®**"%,

A fonte de bactérias do saco conjuntival parece ser a pele das palpebras.
Este conceito vem do fato que ha grande similaridade na microbiota da pele desta
regido, quando comparada a MC. Isto se reflete na grande freqiéncia de anaerobios
presentes na conjuntiva ocular, semelhante ao que acontece na pele. E quando a
conjuntiva € comparada com outras membranas mucosas do corpo humano, como a
nasofaringe, cavidade oral, trato gastro-intestinal e orificios genito-urinarios, ha

nitidas diferencas nos organismos cultivados. Os Propionibacterium sp., por



Diniz JRP. Microbiota bacteriana da conjuntiva em portadores de degeneragdo macular relacionada a idade ... 7

exemplo, frequentemente encontrados na MC, dao lugar aos bacterbides e as
bifidobactérias®.

E importante ressaltar que a variedade de microorganismos da MC encontra-
se em equilibrio fisioldgico entre seu mecanismo patdégeno (competicdo nutritiva,
inibicdo metabodlica e producdo enzimatica) e o sistema imunologico de seu
hospedeiro. Consequentemente, a conjuntiva abriga uma rica microbiota comensal.
A presenca desta, junto com a acao fisica das palpebras e o efeito imunoldgico da
lagrima, impede a colonizacdo de bactérias patogénicas. No entanto, infec¢des de
estruturas externas dos olhos ndo sao raras, seja por resultado de microorganismos
agressores ou por crescimento descontrolado de bactérias devido a quebra do
equilibrio imunoldgico do hospedeiro. Doencas como conjuntivite e Ulcera de cérnea
podem surgir a partir dai40.

Microbiota conjuntival tem sido relacionada também como principal fonte de

3630 Nas

bactérias para infeccbes intraoculares poés-operatéria e poOs-traumatica
endoftalmites pds-facectomia, bactérias cultivadas a partir do vitreo foram
geneticamente iguais as bactérias da microbiota da conjuntiva, palpebra e mucosa

nasal em 82% dos casos®.

2.1.2 Fatores que interferem no perfil da microbiota conjuntival

Varios fatores podem interferir no perfil da MC:
< ldade41;
< Doencas que afetam a imunidade, como diabetes mellitus**,

hanseniase*®, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)*® e uso de

drogas imunossupressoras**;
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% CondicBes oculares, como uso de lentes de contato®, alergia®®, usuarios
de hipotensor ocular para glaucoma?, infeccdo ativa, uso indiscriminado
o P 34,37.
de antibidticos e/ou corticéides™™";
% Fatores ambientais, como exposicdo ao meio rural com consequente

|31,37,47,48

maior frequéncia de fungos, distribuicdo sazona , pacientes

internados em UTI*;
< Outras doencas por mecanismos variados, como dermatite atépica® e

doenca de Behget™.

2.1.3 Métodos de isolamento bacteriano

Varios métodos sdo descritos para recuperacao e identificacdo da MC. Ha
diferencas desde o instrumento de coleta da secrecdo conjuntival, transporte da
amostra até o meio de cultura utilizado. A escolha do método parece interferir nas
frequéncias encontradas dos tipos bacterianos e também na quantidade de
amostras estéreis em paciente com conjuntiva normal®®°2,

Alguns instrumentos podem ser utilizados para coletar a amostra: alca de
platina, swab alginatado, swab seco e swab umedecido com soro fisiol6gico®%. E
importante observar a necessidade de se realizar a coleta sem aplicacdo de colirio
anestésico, jA que o mesmo pode alterar a microbiota, por seu poder
antibacteriano®.

A amostra pode ser semeada num meio de cultura ou ser colocada num
meio de transporte para posterior semeadura. O meio de transporte € Util nos casos
onde o processamento da amostra € feito em laboratérios distantes do local da

coleta, fato este que ocorre com certa frequéncia®*.
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O meio de transporte mais utilizado é o de Stuart. Trata-se de um meio semi-
sélido, altamente redutor, isento de nutrientes, que inibe reacdes enzimaticas
autodestrutivas, especialmente a oxidacdo que pode provocar a morte bacteriana.
Dependendo da espécie bacteriana, os microorganismos podem manter viabilidade
por mais de 72 horas a uma temperatura ambiente de 15 a 30°C>*,

Diferentes meios de cultura podem ser utilizados para o isolamento dos
elementos da MC e o uso de varios meios de cultura ao mesmo tempo pode
aumentar a chance de recuperacdo bacteriana®>°°®. Os principais meios s&o sélidos,
como agar sangue hemécias de carneiro, agar chocolate e agar Sabouraud ou
meios liquidos, como BHI (brain heart infusion) e caldo de tioglicolato. Na tabela
abaixo, ha a composicdo e também as bactérias mais frequentemente recuperadas

para cada meio®®°.

Quadro 1: Meios de cultura utilizados para isolamento de microorganismos da microbiota conjuntival

e suas caracteristicas.

eio omposicao so principa

Agar sangue  Nutrientes de corag&o, peptona A, Muitas bactérias aerébias, ndo-
sangue de carneiro e cloreto de s6dio  fastidiosas, verificagdo de
hemdlise de Streptococcus e
Staphylococcus, identificagédo
presuntiva de Haemophilus spp.

Agar chocolate Peptona A e C, amido de milho, Microorganismos fastidiosos comd
fosfato de sddio, hidrogenofosfato de Haemophilus spp., Neisseria spp.
potassio e cloreto de sodio Moraxella spp.

Agar Agar peptona, glicose e cloreto de Fungos
Sabouraud sédio
Brain Heart Nutrientes de cérebro e coracao, Streptococcus, Staphylococcus,
Infusion (BHI)  peptona, dextrose, fosfato de sédio e Meningococcus, fungos como
cloreto de sodio Histoplasma capsulatum e
Blastomyces dermatidis

Caldo de Peptona C, peptona S, glicose, cloreto  Microrganismos aeroébios,

tioglicolato de sdédio, tioglicolato de sodio, microaerdfilos e anaerdbios

cisteina, sulfito de sédio, agar,
carbonato de sédio, hemina e vitamina
K4
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2.2 Degeneracao macular relacionada a idade

2.2.1 Conceito

Degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) é uma doenca
caracterizada por alteracdes degenerativas na parte central da retina, chamada
macula. Anteriormente chamada de degeneracdo macular senil, recebe este nome
por afetar tipicamente pacientes na faixa etaria acima dos 55 anos de idade®.
Caracteriza-se por perda em graus variados da acuidade visual central, sendo a
principal causa de cegueira em pacientes idosos nos Estados Unidos da América
(EUA)™. No Brasil, também é listada como uma das principais causas de cegueira

irreversivel®.

E mais frequente em individuos da etnia caucasiana. Existe uma relacdo
direta do risco de doenca com o aumento da idade. No estudo Franminghan, 6,4%
dos pacientes com 65 a 74 anos e 19,7% dos pacientes com mais de 75 anos
apresentavam sinais de DMRI®.

E considerada uma doenca de causa multifatorial, ndo existindo um unico
elemento causador direto da doenca. Véarios fatores sédo implicados na sua
fisiopatologia e considerados fatores de risco: historico familiar positivo, tabagismo,
cor de iris clara, catarata e cirurgia de catarata, hipertensdo arterial sistémica,

hipercolesterolemia, sexo feminino e doenca cardiovascular®®®?,

2.2.2 Classificacéo

E classificada em duas formas distintas: forma ndo-neovascular ou atréfica e

a forma neovascular ou exsudativa®®.
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A forma atréfica, também conhecida como DMRI seca, se caracteriza
essencialmente pela presenca de drusas, que sao lesGes redondas, amareladas
localizadas ao nivel do epitélio pigmentar da retina (EPR). Ha também outras
anormalidades do EPR, como atrofia geografica e areas de hiperpigmentacao.
Representa cerca de 90% dos casos de DMRI e é associada com perda visual
menos grave que a forma neovascular, usualmente mais lenta, levando anos para
seu desenvolvimento®®,

Ja na forma neovascular, também chamada de DMRI Umida, existe um
crescimento de vasos sanguineos no espaco sub-retiniano, denominado membrana
neovascular sub-retiniana (MNVSR). A MNVSR estende-se anteriormente atraves de
um defeito na membrana de Bruch para o espaco abaixo do EPR e/ou da retina
neurossensorial, levando ao acumulo de liquidos no espacgo sub-retiniano, sangue
ou lipidios. Esses efeitos secundarios da MNVSR, adicionados a presenca de tecido
cicatricial ou fibroso, sdo o que levam a perda da visdo central. Ao contrario da
forma seca, a DMRI exsudativa leva a perda visual mais rapida, ocorrendo em dias

ou semanas e mesmo pouco frequente, é responsavel pela maioria dos casos de

cegueira legal por DMRI*%%4,

2.2.3 Tratamento

N&do existe um tratamento efetivo para a forma seca da DMRI ja
estabelecida. Atencdo é focada para a prevencao da doenca. Exames periodicos e
ensino aos pacientes sobre o0s sinais precoces da doenca sdo recomendados.
Suplementacédo dietética com antioxidantes como vitamina A, vitamina E, zinco e

luteina também tém sido propostos. Em um estudo populacional, houve menos
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progressdo da DMRI em pacientes que fizeram uso de suplementacéo dietética em
casos selecionados®®,

Para a forma neovascular, &€ necessario inicialmente o reconhecimento do
tipo de MNVSR e também sua localizacdo. Com o auxilio da angiografia
fluorescente, as MNVSR podem ser classicas, onde se define claramente toda area
da lesdo ja nas fases iniciais do exame e ocultas, onde a MNVSR fica obscurecida
por descolamento fibrovascular do EPR ou vazamento de fluorescéncia de fonte
indeterminada. Sobre a localizacdo, é fundamental definir se a MNVSR atinge o
centro da macula, isto é, é subfoveal ou se ndo ameaca a févea, dita extrafoveal®.

Para os casos de localizacdo extrafoveal, MNVSR classicas ou classicas
com componente oculto, porém de limites definidos, o tratamento de eleicdo
permanece a fotocoagulacdo por laser térmico. J4 para os casos subfoveais ou
justafoveais onde ndo ha seguranca nos limites da lesao, terapia fotodinamica com
verterporfirina (PDT) ou terapia com antiangiogénicos s&o indicados®®.

O PDT é realizado através da administracdo da verterporfirina endovenosa e
ativacdo da mesma por irradiacdo de laser de diodo de 689 nandmetros (nm),
atingindo seletivamente a MNVSR. E indicado para MNVSR predominantemente
classica, mas é pouco utilizado atualmente pelo seu custo elevado e menor eficacia
de tratamento em relacéo a terapia com antiangiogénicos>°.

Recentemente, foram introduzidos na pratica oftalmoldgica drogas que
atuam bloqueando a acdo do fator de crescimento endotelial vascular (Vascular
Endotelial Growth Factor — VEGF). O VEGF é considerado fundamental na
angiogénese ocular e tem papel direto na formacéo e crescimento das MNVSR.
Pegaptanib sodico e ranibizumab sdo exemplos destas medicacdes e ambos séo

administrados por injecdes intravitreas periédicas®” .
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O pegaptanib sodico (Macugen®, Pfizer) foi o primeiro a ser langcado no
mercado, tendo sua liberacdo para uso em janeiro de 2005 nos EUA. Age
especificamente sobre a isoforma 165 do VEGF, em tese o isdbmero mais associado
com MNVSR em humanos. Apresenta eficacia semelhante ao PDT, com a vantagem
adicional de néo ter restricbes quanto ao subtipo de MNVSR. Séao indicadas
injecdes intravitreas a cada seis semanas por um periodo de 12 meses®’.

O ranibizumab (Lucentis®, Novartis Ophthalmics) é um fragmento de
anticorpo que se liga e inibe todas isoformas do VEGF. Tem se tornado um
tratamento comum para DMRI, inclusive mudando o paradigma da DMRI exsudativa,
ja que além de estabilizar a doenca, os pacientes passaram a ter melhora visual com
o tratamento. No estudo original de aprovacdo da medicacdo, 34% dos pacientes
obtiveram ganho de acuidade visual significante mantido apdés dois anos de
tratamento com injecdes intravitreas mensais®.

Ja o bevacizumab (Avastin®, Genentech) é um anticorpo monoclonal que
inibe todas as isoformas do VEGF humano. Inicialmente aprovado para o tratamento
de céncer metastatico colo-retal, passou a ser utilizado por via intravitrea para
tratamento da DMRI exsudativa com resultados promissores®®. Ganhou popularidade
no meio médico, mesmo sem aprovacao oficial dos érgaos regulamentadores. Isto
se deve em parte a eficacia semelhante quando comparado ao ranibizumab, e
também a enorme diferenca de custos: o bevacizumab tem um custo por dose cerca

de 20 vezes menor que o ranibizumab®.
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2.2.4 Injecao intravitrea de antiangiogénico e endoftalmite infecciosa

A injecdo intravitrea, por si sO, carrega um risco potencial de endoftalmite
infecciosa. Acredita-se que bactérias da microbiota conjuntival do paciente poderiam
ganhar acesso direto ao vitreo no momento da injecdo, carreadas pela ponta da
agulha, causando endoftalmite. E como a inoculagéo € direta no vitreo, a quantidade
de bactérias necessarias para provocar endoftalmite seria bem menor se comparada
com a cirurgia de catarata®*.

Endoftalmite associada a injecdo de pegaptanib sédico ocorreu numa
frequéncia de 1,3% por paciente e de 0,16% por injec&o®’. Quanto ao ranibizumab,
foram encontradas frequéncias de 1,6% por paciente e de 0,25% por injec&o®.

Em um estudo com quase 20.000 injecBes de antiangiogénicos no periodo
de trés anos, ocorreu endoftalmite confirmada por cultura positiva em dois casos
(0,010%). Bactérias Gram positivas foram identificadas: Staphylococcus epidermidis
e Streptococcus sanguinis’’. Outras séries ndo chegam a isolar bactérias nas culturas,
sendo consideradas endoftalmites suspeitas, sem confirmac&o bacteriolégica’**>. O
namero reduzido de casos de endoftalmite e também estudos que incluem casos

suspeitos ndo permitem maiores conclusées sobre as caracteristicas microbiolégicas

das endoftalmites associadas a injecdes de antiangiogénicos .

2.3 Catarata

2.3.1 Conceito e classificacao

O cristalino do globo ocular € uma lente biconvexa, de aproximadamente 20

dioptrias, transparente, elastica e avascular, que esta localizada entre a face
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posterior da iris e a face anterior do corpo vitreo. Ele permite que o olho focalize na
retina as imagens de objetos em diferentes distancias, desde os mais proximos até
os localizados no infinito (além de seis metros), alterando sua conformacao, a partir
da contracdo e do relaxamento do musculo ciliar, durante o processo de
acomodacao’.

Qualquer opacificacdo do cristalino recebe o nome de catarata. Esta,
dependendo da intensidade e localizacdo, pode levar a graus variados de baixa
visual. E classificada em diversos tipos, dependendo das causas que a provocaram.
Pode ser congénita ou adquirida. Dentre as adquiridas, a mais comum € a catarata
senil, tipicamente associada ao envelhecimento. Outras adquiridas menos
frequentes sdo:. catarata do diabético, secundaria a hipocalcemia, ao uso de
corticéides, associada & galactosemia e a dermatoses, pés-trauma’?.

Catarata senil € atualmente a principal causa de cegueira ho mundo, apesar
de ser uma causa reversivel com cirurgia. Nos paises mais desenvolvidos, onde ha
acesso mais facil & assisténcia médica, a catarata senil deixa de ser a principal
causa de cegueira.

Apesar de se reconhecer que a idade € o fator preponderante na formacéao
da catarata senil, sua patogenia ainda ndo estd completamente esclarecida.
Acredita-se que seja um processo multifatorial. O efeito da participacéo da idade na
génese da catarata senil ter& maior ou menor destaque, na dependéncia de outros
fatores cumulativos eventualmente consorciados, conhecidos ou ndo. Discute-se se
tem efeito cataratatogénico a exposicdo a luz ultravioleta na faixa de 295 a 400 nm

ou as radiacdes ionizantes’.
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2.3.2 Cirurgia de catarata

A cirurgia de catarata, também chamada de facectomia, envolve a retirada
do cristalino opacificado e implante de uma lente intraocular, para restaurar o poder
diéptrico do olho. Existem duas técnicas cirlrgicas que podem ser utilizadas: a
extracapsular e a facoemulsificacdo® .

Na extracapsular, o cristalino € retirado quase por inteiro, havendo
necessidade de uma incisdo meédia de oito a 10 milimetros (mm). Ja na
facoemulsificacdo, técnica de eleicdo para a maioria dos casos, € utilizado um
aparelho que quebra a catarata em pedacos menores com energia de ultrassom e
aspira estes pedacos. A cirurgia é feita com pequenas incisbes, menores que trés
mm, auto-selantes, que n&o necessitam suturas. Ha menores indices de
complicacBes, recuperacdo imediata do paciente e possibilidade de anestesia

topica’.

2.3.3 Endoftalmite pds-facectomia e microbiota

Na maioria dos casos de endoftalmite pdés-facectomia, bactérias da
superficie ocular e anexos do paciente sdo responsaveis pela infeccdo®°. Estas
podem ganhar acesso a camara anterior durante a cirurgia por via direta pela incisdo
ou via indireta aderidas & lente intraocular®">"®.

A técnica cirdrgica da facectomia n&o parece influenciar a taxa de
contaminacdo bacteriana da camara anterior ao final da cirurgia”™®. A
facoemulsificacdo, apesar de ser realizada com menor incisdo e constante infuséo

de liquido com pressao positiva, ndo mostra menores taxas de contaminacgao

quando comparada a extracapsular. O tempo cirargico prolongado, porém, que em
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geral estd mais associado a técnica extracapsular, € que pode determinar aumento
das taxas de contaminac&o’’.

Causas exogenas de endoftalmite, como instrumentos cirdrgicos, solucdes
de irrigacdo, contaminantes do sistema de ventilacdo de ar condicionado e
viscoelastico tém sido consideradas raras no EUA. Estas tendem a causar infeccéo
em série, de carater epidémico, isto €, varios casos num mesmo dia, local e sessao
cirtrgica’.

Nas endoftalmites agudas, de ocorréncia até seis semanas pos-cirurgia, a
grande maioria das bactérias identificadas sdo Gram positivas, em torno de 94%.
Destas, Staphylococcus coagulase negativa (StaCon) sao encontradas em 70% dos
casos e o Staphylococcus epidermidis € o organismo mais frequentemente isolado,

assim como ocorre na MC normal’®®

. Os StaCon tém capacidade de aderir e
proliferar em superficies poliméricas, encontradas por exemplo, nas lentes
intraoculares implantadas na cirurgia de catarata. Uma vez aderido, secretam uma
matriz viscosa extracelular (biofilm) que os protege da acdo de antibidticos e da
resposta imunolégica do hospedeiro®.

Outras bactérias Gram positivas também séo isoladas: S. aureus em 9,9%;
Streptococcus sp. em 9,0% e Enterococcus sp. em 2,2%. J4 os Gram negativos sao
menos frequentes, encontrados em torno de 6,0% dos casos. Estes incluem:
Proteus sp., Pseudomonas sp., Serratia sp., Enterobacter sp., Moraxella sp.,
Flavobacterium sp., Xanthomas sp. e Morganella sp. Infecgbes mistas, isto €, com
mais de uma bactéria identificada, tém sido descritas em 10% dos casos’*®,

Nas endoftalmites tardias, com mais de seis semanas poés-cirurgia, 0

Propionibacterium acnes é o microorganismo mais frequente®. Tipico constituinte da

MC normal, origina uma inflamacdo cronica persistente e recorrente que responde
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de forma positiva e transitdria ao tratamento tépico com corticosteréide’. Outros
organismos associados a endoftalmite tardia, em geral de baixa viruléncia, séo
Staphylococcus epidermidis, Actinomyces sp., candidas e diferentes espécies de

Corynebacterium sp.®.



CASUISTICA E
METODOS

3.1 Local de estudo

A pesquisa foi realizada na Fundacdo Altino Ventura (FAV), onde o
atendimento aos pacientes é feito através do Sistema Unico de Saude (SUS). A
cultura e antibiograma das amostras foram realizados no Laboratério de
Microbiologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), oOrgéo

suplementar da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

3.2 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional, analitico, com corte

transversal em duas populacdes de portadores de DMRI e catarata.

3.3 Populacao e selecdo dos grupos

Foram constituidos dois grupos:

+ Grupo | (DMRI exsudativa): 16 olhos / 16 pacientes com indicacdo de
tratamento por injecdo intravitrea de antiangiogénico para DMRI
exsudativa. Foram oito pacientes do sexo feminino e oito do sexo

masculino, com média de idade de 71,3 anos, desvio-padrao de 9,9;
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% Grupo Il (catarata): 27 olhos / 27 pacientes em pré-operatorio de cirurgia

de catarata. Foram 18 pacientes do sexo feminino e nove do masculino,

com média de idade de 67,6 anos, desvio-padréo de 7,9.

Os dois grupos foram homogéneos em comparacao a média de idade com

p=0,180 e também em relacdo ao sexo, com p= 0,280, apesar de maior predominio

de mulheres no grupo Il (66,7%).

3.4 Critérios para selecdo dos grupos

3.4.1 Critérios de inclusdo

% Grupo |

v

v

Idade superior a 50 anos e menor ou igual a 82 anos;

Presenca de MNVSR subfoveal ativa secundaria a DMRI, com
diagndstico confirmado por angiografia fluorescente e tomografia de
coeréncia oOptica (OCT), com algumas caracteristicas que
configuravam indicacdo de tratamento por injecdo intravitrea de
bevacizumab: MNVSR predominantemente classicas (mais de 50%
do total de area com MNVSR) ou MNVSR minimamente classica
(area menor que 50% de componente classico) ou oculta sem
componente classico se houver sinais de progressao da doenca
recente, isto €, perda de uma linha de visdo na tabela de Snellen,
aumento igual ou maior que 10% de area ativa da MNVSR
documentado por angiografia e aparecimento de novo sangramento

sub-retiniano®83:
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v MNVSR de no maximo 12 discos de area;
v" Presenca de liquido sub-retiniano, maculopatia cistica ou espessura

da macula central >250 micras no OCT.

s Grupo Il

v' Paciente portadores de catarata em pré-operatorio para cirurgia de
catarata, sem sinais de DMRI (drusas ou atrofia do EPR ou sinais

de MNVSR).

3.4.2 Critérios de exclusao

Foram considerados critérios de exclusdo para ambos 0s grupos:

%+ Uso de antibiético tépico ou sistémico nos ultimos seis meses;

¢+ Cirurgia ocular nos ultimos seis meses;

% Sinais de infeccdo ocular ou sistémica ativa,

¢+ Uso de protese no olho contralateral;

% Usuérios de lentes de contato;

+ Portadores de olho seco e/ou alergia ocular cronica que usem colirios de
forma regular;

«» Portadores de diabetes mellitus;

+ Portadores de glaucoma usuarios de colirio hipotensor.

L)

s Grupo |
v' Tratamento prévio para DMRI por terapia fotodinamica associada a

verterporfirina ou terapia com antiangiogénico (bevacizumab,

ranibizumab ou pegaptanib).



Diniz JRP. Microbiota bacteriana da conjuntiva em portadores de degeneragdo macular relacionada a idade ... 22

s Grupo ll

v' Presenca de catarata com opacificacdo que impedisse exame

adequado de fundoscopia.

3.5 Procedimentos

3.5.1 Procedimentos técnicos

3.5.1.1 Exame oftalmolégico

Todos pacientes foram submetidos a exame oftalmolégico completo em data

anterior ao procedimento cirdrgico:

% Afericdo da acuidade visual foi realizada, ap6s refracdo, com a melhor
correcdo Optica para cada paciente. Utilizou-se a tabela de optétipo de
Snellen, a seis metros de distancia do paciente;

% Avaliacdo da biomicroscopia do segmento anterior do olho com lampada
de fenda, modelo SL3E da marca Topcon®;

% Afericdo da pressao intraocular com tonémetro de aplanacdo tipo
Goldmann, acoplado a lampada de fenda, ap6s instilacdo prévia de uma

gota de colirio anestésico (visonest®) e uma gota de colirio de

fluoresceina;

K/
L X4

Realizacdo da biomicroscopia do segmento posterior com lente de 90
dioptrias (Volk®) e lampada de fenda, para avaliacdo do polo posterior,

com detalhes da macula e nervo 6ptico;
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% Realizacdo da oftalmoscopia binocular indireta, através de oftalmoscopio
de marca Keeler®, e lente de 20 dioptrias (Volk®), para avaliagcdo da

periferia da retina apds midriase medicamentosa.

Todos pacientes do grupo | foram submetidos também a retinografia e
angiografia fluorescente (Retindgrafo TRC-50 IA, software Imagenet for Windows,
versdo 1.53, Topcon®) e OCT (Stratus OCT™, verséo do software 4.1, Carl Zeiss

Meditec, Inc), para confirmacéo do tipo de MNVSR e indicagéo de tratamento.

3.5.1.2 Coleta das amostras e analise laboratorial

A coleta do material foi realizada no periodo de novembro de 2008 a
fevereiro de 2009, no dia marcado da cirurgia, pré-operatorio imediato, na sala de
espera anexa ao bloco cirdrgico, antes da administracdo de qualquer colirio ou
manuseio ocular. Utilizou-se um swab (haste com algodao estéril) para se coletar o
contetdo do fundo de saco conjuntival inferior. Foi solicitado ao paciente que
olhasse para cima, com o primeiro e segundo dedos de uma das méaos seguravam-
se as palpebras, evertendo a inferior. Com a outra mao, aplicava-se a extremidade
do swab com movimento de rotacéo e deslizamento sobre a superficie da conjuntiva
palpebral e fundo de saco conjuntival inferiores no sentido medial para lateral e
lateral para medial, sem tocar nas margens palpebrais e cilios.

Os swabs foram colocados imediatamente em um tubo de ensaio contendo
dois mililitros de meio de cultura liquido BHI (Brain Heart Infusion) e enviados para o

laboratorio no maximo duas horas apos coleta. Todo o material microbiologico ficou
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imerso no meio de cultura e o tubo permaneceu hermeticamente fechado até analise
laboratorial.

No laboratério (LIKA), o material foi incubado em estufa bacterioldgica a
36°C £ 1°C por até cinco dias. Os tubos eram observados a cada 24 horas para
verificar o crescimento de bactérias pela turvacdo do meio. O material dos tubos que

apresentaram turvacéo foi semeado em meio Agar Sangue (BBL™

Blood agar base-
infusion agar) hemacias de carneiro a 5% e Agar Levine (BBL™ Levine eosin
methylene blue agar) para isolamento e identificacdo das bactérias. Caso néo
houvesse crescimento bacteriano no periodo de cinco dias, as culturas eram
consideradas negativas.

As bactérias foram identificadas primariamente quanto ao tipo, pela
coloracdo de Gram. Para os cocos Gram positivos, foi utilizado o teste da catalase
para diferenciar os estafilococos (catalase positiva) de estreptococos (catalase
negativa). As espécies de estafilococos foram identificadas através de uma prova de
aglutinacdo em latéx (Staphclin® da Laborclin), quando positiva indicava
crescimento de S. aureus e quando negativa era realizado o teste de sensibilidade a
novobiocina. Este quando sensivel indicava crescimento de Staphylococcus
epidermidis e quando resistente, crescimento de Staphylococcus saprophyticus.

Os Streptococcus foram primeiramente diferenciados pela hemdlise
visualizada no meio Agar Sangue. Como todos Streptococcus isolados foram alfa-
hemodlise, os testes utilizados foram crescimento em meio bile esculina® (Laborclin),
crescimento em meio NaCl a 6,5% (Laborclin) em BHI e teste de sensibilidade a
optoquina (Sensibiodisc—ID®, Cecon). A partir destes testes, puderam ser
identificados Enterococcus sp, Streptococcus do grupo D, Streptococcus do grupo

viridans ou Streptococcus pneumonie.
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Para a identificacdo de Bacilos Gram positivos esporulados, foi levado em
conta o crescimento em aerobiose e a presenca de esporos visualizados pela
coloracdo de Gram.

As bactérias Gram negativas foram identificadas através da coloracdo de
Gram e pelo crescimento no meio Agar Levine, meio seletivo para Gram negativo.
Foram realizados testes bioquimicos para identificacdo especifica da bactéria (Kit
para enterobactérias®, Laborclin).

Para as culturas positivas, foi realizado antibiograma no meio Mueller Hinton
(Difco™ Mueller Hinton agar). Fazia-se uma suspensdo bacteriana em salina
levando a uma turbidez comparada com a escala 0,5 de Mac Farland (1,5 x 10°
UFC). O swab era embebido nesta solu¢éo e entdo rolado em toda a superficie do
meio Mueller Hinton para o semeio bacteriano.

Os antibidticos testados no antibiograma foram: tobramicina (10 pg),
gentamicina (10 pg), cefalotina (30 pg), cloranfenicol (30 pg), vancomicina (30 ug),
neomicina (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), moxifloxacina (5 pg), oxacilina (1 pg),
ofloxacina (5 pg) e cefotaxima (30 pg). O teste de sensibilidade foi realizado através
da técnica de difusdo em disco®®, onde discos de antibiéticos eram colocados na
superficie do meio e sua sensibilidade medida pelo tamanho dos halos em volta do

disco, conforme normas do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)®°.

3.5.2 Procedimentos analiticos

Os resultados foram expressos em variaveis qualitativas, segundo suas
frequéncias absolutas e relativas. As variaveis quantitativas foram representadas

pelas médias e desvios padrao.
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Para as variaveis qualitativas, foi utilizado o teste Qui-quadrado de Pearson
ou o teste Exato de Fisher quando as condi¢bes para utilizacdo do teste Qui-
quadrado ndo foram verificadas. Para as variaveis quantitativas, foi utilizado o teste t
de Student para amostras independentes com variancias iguais, a fim de se verificar
as diferencas entre as médias. A verificacdo da hipétese de igualdade de variancias
foi realizada através do teste F de Levene.

Os dados foram digitados numa planilha do Excel (Microsoft Word 2007) e
utilizou-se o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versao
13. Como limite de confiabilidade, foi aceito p<0,05 para rejeicdo da hipotese de

nulidade.

3.5.3 Procedimentos éticos

Este projeto foi aprovado no comité de Etica da Fundac&do Altino Ventura,
com carta de aprovacdo numero 006/08, em 12 de setembro de 2008 (anexo I).
Todos pacientes que participaram do estudo assinaram consentimento livre e
esclarecido (apéndice A), ap6s explicacao e entendimento. Nao houve prejuizo aos
mesmos, ja que a coleta de secrecdo do saco conjuntival ndo representou risco aos

olhos dos pacientes.



RESULTADOS

4.1 Cultura de secrecao conjuntival

Houve positividade da cultura de secrecdo conjuntival em 15 das 16
amostras (93,7%) do grupo | (DMRI) e em todas as 27 amostras (100,0%) do grupo
Il (catarata). No grupo I, houve crescimento de uma espécie bacteriana por amostra
em 15 olhos (93,7%), sendo que em um desses casos foram identificadas cepas
diferentes de S. aureus, inclusive com antibiogramas diferentes. Em outro olho
(6,2%), houve crescimento de duas espécies bacterianas. Ja no grupo Il, foram
identificadas duas bactérias por olho em trés casos (11,1%), enquanto nos demais
olhos uma bactéria por olho (88,9%).

Houve maior frequéncia de bactérias Gram positivas nos dois grupos: 14
colénias dentre 17 (82,3%) no grupo | e 29 dentre 30 coldnias (96,7%) no grupo II.

N&o houve diferenca entre as frequéncias dos dois grupos. p= 0,128 (Gréfico 1).

Figura 1. Distribuicdo das bactérias cultivadas dos sacos conjuntivais dos olhos
do grupo | (DMRI) e do grupo Il (catarata) segundo coloracdo de GRAM.
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Staphylococcus aureus e StaCon foram as bactérias mais frequentemente
isoladas nas culturas de ambos os grupos. No grupo |, foram isoladas oito colénias
(47,1%) de S. aureus e quatro (23,5%) de StaCon. No grupo Il, foram 17 colbnias de
S. aureus e seis (20,0%) de StaCon. N&o houve diferenca estatisticamente
significante nas frequéncias destas duas bactérias entre os dois grupos, com
p=0,526 e 1,000, respectivamente. Outras bactérias foram isoladas com menores
frequéncias, como bactérias Gram negativas: Morganella morganii, Citrobacter sp. e
Klebsiela pneumoniae em um olho cada (5,9%) no grupo | e Morganella morganii em

um caso (3,3%), no grupo |l (Tabela 1).

Tabela 1: Espécies bacterianas isoladas do saco conjuntival de 16 olhos do grupo | (DMRI) e

27 olhos do grupo Il (catarata).

Grupos
Bactérias isoladas I (16 olhos) Il (27 olhos)
n % n % p

Staphylococcus aureus 8 47,1 17 56,7 0,526
Staphylococcus coagulase negativa 4 23,5 6 20,0 1,000%
Morganella morganii 1 5,9 1 3,3
Citrobacter sp. 1 5,9 0 0,0
Klebsiela pneumoniae 1 5,9 0 0,0
Streptococcus grupo D 1 5,9 1 3,3
Staphylococcus saprophyticcus 1 5,9 1 3,3
Streptococcus viridans 0 0,0 1 3,3
Bacillus sp. 0 0,0 3 10,0
Total 17 100,0 30 100,0

Legenda: n= nimero de colbnias bacterianas isoladas; %= frequéncia relativa em percentual.
(1): Através do teste do Qui-quadrado de Pearson
(2): Através do teste exato de Fisher
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4.2 Antibiograma

Dos varios antibitticos testados, moxifloxacino e ofloxacino foram os unicos
em que as bactérias de ambos os grupos apresentaram 100% de sensibilidade.
Quando comparadas as sensibilidades das bactérias entre os dois grupos, néo
houve diferenca estatisticamente significante para qualquer antibiotico. Houve menor
sensibilidade das bactérias do grupo | a oxacilina (70,6%) quando comparada as
bactérias do grupo Il (93,3%), porém, esta diferenca ndo se mostrou significante

(p=0,081) (Tabela 2).

Tabela 2. Padréo de sensibilidade das colénias bacterianas isoladas do saco conjuntival dos

pacientes do grupo | (DMRI) e grupo Il (catarata) segundo antibioticos testados.

Grupos
Antimicrobianos | (n=17) Il (n=30) p?
n % n %
Tobramicina 15 88,2 27 90,0 1,000
Gentamicina 15 88,2 28 93,3 0,613
Cefalotina 15 88,2 29 96,7 0,544
Cloranfenicol 17 100,0 27 90,0 0,292
Vancomicina 16 94,1 29 96,7 1,000
Neomicina 15 88,2 27 90,0 1,000
Ciprofloxacino 17 100,0 29 96,7 1,000
Moxifloxacino 17 100,0 30 100,0 *
Oxacilina 12 70,6 28 93,3 0,081
Ofloxacino 17 100,0 30 100,0 *
Cefotaxima 16 94,1 30 100,0 0,362
Legenda: 1= grupo I; lI= grupo II; n= ndmero de colbnias bacterianas testadas; S= nimero de colfnias

sensiveis; %= frequéncia relativa em percentual.
(*): Nao foi possivel determinar devido a auséncia de uma das categorias.
(1): Através do teste Exato de Fisher.



Diniz JRP. Microbiota bacteriana da conjuntiva em portadores de degeneragdo macular relacionada a idade ... 30

Quando se avaliou sensibilidade aos antibidticos das col6nias de S. aureus
em cada grupo de estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos. Todas as bactérias em ambos os grupos foram sensiveis aos antibiéticos

cefalotina, vancomicina, moxifloxacino e ofloxacino (Tabela 3).

Tabela 3: Padrdo de sensibilidade das 25 colbnias de Staphylococcus aureus isoladas do

saco conjuntival de ambos os grupos estudados.

Staphylococcus aureus (n= 25)

Antimicrobianos Grupo | (n=8) Grupo Il (n=17) p™
n % n %

Tobramicina 7 87,5 15 88,2 1,000
Gentamicina 7 87,5 16 94,1 1,000
Cefalotina 8 100,0 17 100,0 *
Cloranfenicol 8 100,0 15 88,2 1,000

Vancomicina 8 100,0 17 100,0 *
Neomicina 7 87,5 16 94,1 1,000
Ciprofloxacino 8 100,0 16 94,1 1,000

Moxifloxacino 8 100,0 17 100,0 *
Oxacilina 7 87,5 16 94,1 1,000

Ofloxacino 8 100,0 17 100,0 *
Cefotaxima 7 87,5 17 100,0 0,320

Legenda: n= nimero de colbnias bacterianas testadas; %= frequéncia relativa em percentual
(*): N&o foi possivel determinar devido a auséncia de uma das categorias.
(2): Através do teste Exato de Fisher.



DISCUSSAO

5.1 Justificativa de se testar hipGtese

E reconhecida a importancia das bactérias da MC na etiologia da
endoftalmite. Isto € bem comprovado nos casos de endoftalmite pds-cirurgia de
catarata, onde bactérias isoladas a partir de amostras vitreas sdo geneticamente
iguais as bactérias da MC dos pacientes doentes®”.

Nas injecOes intravitreas para DMRI, entretanto, esta relacdo direta ainda
nao foi comprovada de forma evidente. Acredita-se que um possivel mecanismo seja
a contaminagcdo da ponta da agulha no momento que se penetra o globo ocular,
carreando bactérias para o vitreo a partir da MC®.

Ha escassez de dados na literatura sobre MC em portadores de DMRI
exsudativa com indicacdo de injecdo intravitrea de antiangiogénico. As
recomendacgbes de profilaxia antibidtica sdo baseadas na sua maioria nos estudos

direcionados para cirurgia de catarata’®%"?°,

Supbe-se que a microbiota dos
portadores de DMRI se apresente de forma semelhante a dos portadores de
catarata, fato que, apesar de ndo comprovado na pratica, poderia justificar a
extrapolagéo dos resultados.

Entretanto, sabe-se que a DMRI é uma doenca de fisiopatologia ainda nao
totalmente esclarecida. Acredita-se, atualmente, que a inflamacéo local na retina

desempenhe papel fundamental no desenvolvimento das lesfes tipicas da doenca,

como drusas e MNVSR?. Além disso, doencas sistémicas como hipertenséo arterial
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sistémica, hipercolesterolemia e doenca cardiovascular também séo implicados na
fisiopatologia da DMRI®%%2,

Especulou-se que, por seu carater inflamatério e possivel componente
sistémico da doenca, poderia levar a alteracbes na microbiota local da conjuntiva.
Assim ocorrem com outras doencas sisttmicas com componente vascular e

4243 o doenca de Behcet®’. A DMRI poderia ser entio

inflamatdrio, como diabetes
mais um fator modificador da constituicdo da MC, com consequéncias diretas sobre

profilaxia antibiética na injecdo intravitrea.

5.2 Desenho do estudo

Realizou-se estudo observacional em duas amostras de conveniéncia em
individuos portadores de DMRI e catarata. Este tipo de estudo, ao contrario do
estudo experimental ou de intervencdo, ndo permite a interferéncia do pesquisador
no sentido de escolher quem é exposto ou ndo a variavel independente. A natureza
é que determina se o individuo tem ou ndo determinada doenca®. Cabe ao
pesquisador observar se a exposicdo a variavel independente traz alguma
modificacdo nas variaveis dependentes.

No presente estudo, a DMRI exsudativa foi considerada variavel
independente, enquanto o perfil da MC e sua resposta de antibiograma foram as
variaveis dependentes.

Foi qualificado também como de corte transversal, onde é feito um retrato
instantaneo de duas populacgdes. Isto foi possivel porque a variavel independente
em questdo é uma doenca cronica e nao se objetivou avaliar a interferéncia de
fatores modificadores da MC que requerem tempo para terem efeito, como uso de

antibioticos tépicos, condicdo esta que exigiria um estudo longitudinal.
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5.3 Tamanho da amostra

O tamanho da amostra depende diretamente da natureza da variavel e do
grau de dispersdo do fenbmeno que se avalia. No presente estudo, avaliou-se a
influéncia da DMRI exsudativa sobre a distribuicdo de bactérias na MC, comparando
com a microbiota de portadores de catarata.

Sabe-se que a DMRI é a principal causa de cegueira nos paises
desenvolvidos, sendo responsavel por 50% dos casos de cegueira legal nos EUA
em 2002, aproximadamente 347.000 pessoas''. No Brasil, ndo existem dados
atualizados da prevaléncia real da doenca®.

Acrescente-se que os dados disponiveis sao referentes a casos de cegueira
provocados por DMRI, incluindo as formas seca e exsudativa. E no estudo foi
avaliado um subtipo de DMRI especifico: DMRI exsudativa com doenca em atividade
e critérios pré-definidos para se indicar o tratamento com antiangiogé&nico®®.

Quanto a distribuicdo das bactérias da MC, esta é relativamente conhecida
no pré-operatério de cirurgia de catarata, com predominio de bactérias Gram

positivas nos diferentes estudos?!2:283240

N&o ha, porém, dados da MC nos
pacientes com DMRI.

A falta de dados de prevaléncia de DMRI exsudativa no estado de
Pernambuco e o desconhecimento da MC em portadores de DMRI justificam a
escolha de uma amostra de conveniéncia.

Ressalta-se também a dificuldade de se obter amostra maior de pacientes,
principalmente casos de DMRI exsudativa ativa, jA que se trata de um subtipo

especifico de menos frequéncia da doenca. Além disso, houve necessidade da

observacdo de muitos critérios de exclusdo, fato que dificultou até mesmo a
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formacédo do grupo de portadores de catarata, condicdo bem mais frequente que a

DMRI.

5.4 Caracterizacdo da amostra

A constituicdo da microbiota conjuntival sofre influéncia de diversas
condicbes. Houve preocupacdo no estudo de se tentar retirar possiveis fatores
contribuintes para modificacdo da microbiota, através da ampliacdo dos critérios de
excluséo.

Histérico de uso de antibidtico tépico ou sistémico e cirurgia ocular nos
altimos seis meses foram considerados critérios de exclusdo, por reconhecidamente
modificarem a MC?"?%°. Presenca de sinais de infeccéo ocular ou sistémica ativa
também foi considerada, inclusive sendo mandatéria a suspensao da cirurgia nesta
condicdo pelos riscos de endoftalmite.

Qualquer situacdo ocular de uso crénico de colirio também foi colocada
como varidvel de confusdo e excluida do estudo. Sabe-se que 0 conservante
presente em alguns colirios, como o cloreto de benzalcénio, tem efeito bactericida e
altera a MC>. Portadores de alergia ocular crénica, olho seco e glaucoma néo foram
incluidos no estudo.

Em relagdo ao glaucoma, ha colirios que ndo possuem preservativo na sua
férmula. Por isso, levam a menos alteracdes na superficie ocular e possivelmente
menor interferéncia na MC?®. Em um estudo comparando a MC no pré-operatério de
cirurgia antiglaucomatosa e de catarata, houve diferengca estatistica apenas na

prevaléncia de Corynebacterium sp, considerada bactéria labil e raramente
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patogénica, com relevancia clinica limitada®’. Mesmo assim, optou-se por excluir
qualquer paciente glaucomatoso independente do tipo de colirio em uso.

Diabetes mellitus é uma doenca multifatorial que também altera a MC***3,
Diabetes tipo Il é o fator isoladamente que mais modifica a MC, enquanto a duracdo
da doenca e a presenca ou auséncia de retinopatia diabética ndo apresentam
significancia estatistica**. No presente estudo, todos os pacientes diabéticos com
historico de medicacdo hipoglicemiante ou presenca de sinais de retinopatia a
fundoscopia eram excluidos da amostra.

A idade reconhecidamente é um fator modificador independente da MC.
Desde o nascimento, a partir da transferéncia de bactérias no canal do parto até
idades mais avancadas onde ocorre aumento da positividade das culturas, ha
variacdes nos constituintes da MC*®*'. Os grupos do estudo tiveram médias de
idade semelhantes. Nao houve, portanto, influéncia do fator idade na distribuicdo de
bactérias da MC nesta avaliacéo.

E discutivel na literatura o papel do sexo na constituicido da MC. Em um
estudo de grande amostra, homens tiveram maior quantidade de bactérias que as
mulheres em todas as faixas etarias. Houve também maiores frequéncias de
StaCon, Streptococcus pneumoniae e bacilos Gram negativos nos homens em
relacdo as mulheres*. Em outro estudo com larga série de casos, ndo houve
diferenca na MC relacionada com o sexo®.

Na presente avaliacdo, o sexo feminino foi mais frequente que o masculino
no grupo ll, de portadores de catarata, com 66,7%. Apesar disso, esta diferenca néao
foi estatisticamente significante. Esta maior frequéncia de mulheres no pre-
operatorio de cirurgia de catarata, inclusive, € concordante com o relatado na

literatura®*.
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5.5 Metodologia

A escolha do meio de cultura liquido BHI foi feita pelo fato de se tratar de um
meio enriguecido por nutrientes, que permite o crescimento de muitas bactérias,
inclusive de bactérias consideradas fastidiosas, como os Gram positivos
Streptococcus sp. e Staphylococcus sp., Gram negativo Meningococcus sp. e até
fungos®. Também por ser liquido, apresenta diferentes niveis de oxigénio que
permitem tanto o crescimento de bactérias aerébias como também bactérias
anaerébias facultativas®.

Além disso, o saco conjuntival ndo parece abrigar uma grande guantidade
de bactérias em condi¢es normais, apesar disso ainda nao ter sido comprovado®?.
O fato de se usar um meio de cultura de enriquecimento como BHI pode ter
facilitado o crescimento das bactérias, mesmo presentes em pequenas quantidades.
Isto pode justificar em parte a alta frequéncia de positividade das culturas em ambos
0S grupos, que chegou a 100% de crescimento nos olhos do grupo Il. Esta taxa de
positividade varia muito na literatura, chegando a niveis tdo baixos como 25% e
parece depender do método utilizado para cultura®*>*.

Um aspecto limitante na metodologia utilizada foi a auséncia de técnica
especifica para cultura de anaerébios estritos. Isto se deveu ao fato da técnica
apresentar alto custo financeiro e requerer condi¢cdes especiais para sua realizagao.
Bactérias como Propionibacterium acnes, anaerdbio estrito mais frequentemente

isolado®, Peptostreptococcus e Propionibacterium granulosum deixaram de ser

identificadas nesta avaliacao.
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5.6 Aspectos relacionados aos resultados

5.6.1 Perfil bacteriano

Houve predominio de bactérias Gram positivas em ambos 0S grupos
estudados, dado concordante com a literatura pesquisada?:?°?8324% Nzo houve,
porém, diferenca estatisticamente significante na proporcdo dessas bactérias entre
os dois grupos. Ressalta-se que essas bactérias também sdo as mais frequentes em

casos de endoftalmite pés-facectomia’®®°

, corroborando com a origem delas a partir
da MC.

Das bactérias Gram positivas isoladas, duas destacaram-se: Staphylococcus
aureus e Staphylococcus coagulase negativa, que sdo, em geral, as bactérias mais
frequentes da MC. Usualmente, porém, o StaCon € o mais frequente com
percentuais variando de 52 a 79%*?%3!, O fato de ter encontrado maior frequéncia
de S. aureus no estudo piloto realizado em pacientes com DMRI exsudativa foi um
dos fatores motivadores para se realizar esta investigacdo, mais ainda quando se
comparou com um estudo de 2005 na mesma Instituicdo, que revelava
predominancia de StaCon em torno de 71% dos casos?’.

Entretanto, a comparacéo da frequéncia destas duas bactérias, S. aureus e
StaCon, nos grupos de estudo ndo mostrou diferenca estatisticamente significante.
Se os grupos foram semelhantes nesta distribuicdo, ficou entdo a pergunta dos
motivos da maior frequéncia de S. aureus nos pacientes estudados, contrariando
boa parte da literatura, que mostra frequéncias menores variando de 5 a 12%223%,

Na realidade, o desenho do estudo nédo permite responder esta pergunta, e

sim se a MC dos grupos avaliados eram iguais ou diversas. Porém, algumas

consideracdes podem ser feitas.
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Primeiro, existe grande variacdo de metodologia empregada nos diversos
estudos, que termina influenciando a distribuicdo das bactérias da MC?®. Séries mais
antigas, por exemplo, mostram maiores frequéncias de S. aureus, superando o
StaCon’. Possiveis imperfeicdes na metodologia empregada no presente estudo,
como a falta de método especifico para se recuperar anaerébios estritos, nao
interferiram na distribuicdo bacteriana dos dois grupos, ja que ambos ficaram
sujeitos a esta variavel. Por outro lado, o tamanho reduzido da amostra também
pode ter contribuido para representacdo menos consistente da distribuicdo das
bactérias da MC.

Duas condi¢cdes sdo descritas na literatura como associadas a maiores
frequéncias de S. aureus na MC: diabetes mellitus*? e dermatite atdpica. Diabetes
foi critério de exclusdo da amostra. Ja a dermatite atopica, com suas lesdes tipicas
de pele, apresenta alta prevaléncia de S. aureus na pele, chegando até 90%, o que
em pacientes normais nao passa de 10%. Como a pele é fonte de bactérias para
MC, esta alta prevaléncia também se repete na conjuntiva®. Apesar de n&o ter sido
colocada diretamente como critério de exclusdo, os pacientes do estudo tiveram
uma inspecao sistémica, a fim de se detectar lesbes de pele infectadas, o que
provavelmente excluiu os possiveis casos associados com dermatite atépica.

Existem poucos artigos na literatura nacional mostrando os tipos de
bactérias associadas a endoftalmite pds-cirtrgica. Dois levantamentos, ambos em
Sé&o Paulo, no periodo de 1985 a 93%° e de 1993 a 98, revelaram o S. aureus como
bactéria mais frequente causadora de endoftalmite. Neles foram incluidos casos de
endoftalmite de outras etiologias, como pds-trauma, Ulcera de cornea e transplante
de cérnea. Mas mesmo quando se isolou os casos pés-cirurgia de catarata, o S.

aureus permaneceu bem mais frequente, com 63,3% no periodo até 1993%. Estes
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dados vao contra o encontrado na literatura internacional, que aponta o StaCon
como bactéria mais frequente %,

Como as bactérias que causam endoftalmite tém origem na MC*®, o achado
do presente estudo sugere um possivel maior papel do S. aureus como agente
bacteriano causador de endoftalmite em nosso meio, tanto para cirurgia de catarata
como para injecdo intravitrea em DMRI exsudativa. Porém, nado existem
levantamentos recentes de etiologia da endoftalmite na instituicdo do estudo, o que
poderia de fato contribuir para melhor avaliacdo destes achados.

Quanto as demais bactérias isoladas, como o0s Gram negativos,
Streptococcus, Staphylococcus saprophyticus e Bacillus sp., suas reduzidas
frequéncias ndo permitiram maiores conclusées em relacdo a qualquer diferenca

entre os dois grupos. Necessitaria de amostra maior para se ter uma melhor

definicdo deste grupo de bactérias.

5.6.2 Antibiograma

De uma maneira geral, observou-se boa resposta das bactérias isoladas em
ambos o0s grupos aos antibidticos testados. N&o foi observada diferenca
estatisticamente significante no padrao de resposta a cada antibiético entre os dois
grupos. Vale ressaltar o caso da oxacilina, que mostrou diferenca de sensibilidade
das bactérias de 22,7% entre os dois grupos, contudo sem ter significancia
estatistica (p=0,081). E possivel que com amostra maior fosse confirmada uma
diferenca significante.

A resisténcia a oxacilina representa grande preocupagdo para O0S
oftalmologistas, pois usualmente esta associada a resisténcia aos antibioticos beta-

lactamicos e pode apresentar um padrdo de resisténcia multipla a outros
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antimicrobianos, como as quinolonas e os aminoglicosideos. Em um levantamento
em Sao Paulo de 2000 a 2003, onde se avaliou StaCon da MC de pacientes no preé-
operatdério, foi observada resisténcia crescente a oxacilina ao longo do tempo®.

Moxifloxacino e ofloxacino, dois antibiéticos comumente usados na pratica
oftalmolégica como agentes profilaticos em cirurgias, foram 0s que se mostraram
com 100% de sensibilidade das bactérias em ambos os grupos. Este dado reveste-
se de importancia, ja que é fundamental para escolha do antibiético adequado para
profilaxia de endoftalmite.

Recentemente, foi observado em S&o Paulo e nos EUA aumento da
resisténcia bacteriana as fluorquinolonas de segunda geracdo, no caso a
ciprofloxacino e ofloxacino e maior eficacia das fluorquinolonas de quarta geracéo,
como moxifloxacino e gatifloxacino® % Nesta avaliacdo, todas quinolonas testadas
apresentaram respostas semelhantes, ndo se observando a referida maior
resisténcia ao ciprofloxacino e ao ofloxacino.

Isolou-se o0 S. aureus de cada grupo com os diferentes antibiéticos testados
para verificar se, além de frequéncias semelhantes, apresentavam padrdo de
respostas semelhantes também aos antibiéticos. Considerada bactéria patogénica,
apesar de habitante da MC normal®, havia o receio de esta bactéria ter maior
resisténcia aos antibidticos usados em Oftalmologia. As respostas foram
semelhantes nos dois grupos, sem demonstrar diferencas significantes e, de uma
maneira geral, foram obtidas boas sensibilidades no antibiograma.

E bom ressaltar que os achados de sensibilidade aqui mostrados s&o
achados laboratoriais e ndo necessariamente implicam sensibilidade da bactéria ao
antibiético in vivo. Estes devem servir como uma orientacdo geral, ja que a eficacia

na pratica depende da real concentragdo inibitéria minima atingida no tecido
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desejado. Como o olho é o 6rgéo alvo, tem que ser considerado sua penetracdo na

cornea, conjuntiva, humor aquoso e até no vitreo.

5.7 Consideracdes finais

Os resultados obtidos ndo mostraram diferencas significantes entre a
microbiota conjuntival de portadores de DMRI exsudativa e de catarata. Esta
observacdo tem seu valor por permitir que se apligue o mesmo raciocinio de
utilizacdo de antibiéticos para eliminacdo de bactérias da MC no pré-operatério de
cirurgia de catarata para pacientes que serdo submetidos a injecdo intravitrea de
antiangiogénico por DMRI exsudativa.

O tema endoftalmite e sua relacdo com as bactérias da MC, tal sua
implicagdo na profilaxia e tratamento, desperta interesse em toda comunidade
oftalmoldgica. Isto vale especialmente no caso de DMRI exsudativa, onde ha
reduzido conhecimento na literatura sobre o tema. Propfe-se aumentar a amostra
de ambos os grupos, para que dados que ficaram préximos de significancia
estatistica, como frequéncia de bactérias Gram positivas e sensibilidade bacteriana
a oxacilina entre os dois grupos, sejam mais consistentes.

Vale ressaltar também o valor do exame cultura de secrecdo conjuntival.
Este exame, que ja foi considerado rotina no pré-operatério, foi abandonado da
propedéutica pré-operatdria pela melhoria da técnica cirargica e diminuicdo da
incidéncia de endoftalmite nos udltimos 20 anos. As diferencas no perfil da MC
encontradas nestes pacientes quando comparadas aos dados da literatura reforcam
a necessidade de se realizar avaliagbes periodicas pela cultura de secrecao
conjuntival nos centros oftalmoldgicos, ja que orientam possiveis mudancas de

profilaxia e tratamento de complicacdes infecciosas.



CONCLUSOES

A analise dos resultados encontrados permite concluir que:

% Nao houve diferenca na distribuicdo das bactérias da microbiota
conjuntival em portadores de DMRI exsudativa, comparada com a de
portadores de catarata.

% Nao houve diferenca no padrdo de resposta das bactérias aos

antibidticos testados em ambos os grupos de estudo.
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APENDICE

Apéndice A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Protocolo Paciente n°

Iniciais do Paciente :

Titulo do Estudo : Microbiota bacteriana da conjuntiva em portadores de
degeneracdo macular relacionada a idade exsudativa comparada com a de

portadores de catarata.
Centro de Estudo : Fundacao Altino Ventura

1. Explicacdo do Estudo:

Endoftalmite infecciosa € uma das complicacbes mais graves da cirurgia
intraocular. Pode ocorrer tanto apoOs cirurgia de catarata, como apos injecao
intravitrea de antiangiogénico (pratica comum atual para tratamento de degeneracéo
macular relacionada a idade - DMRI). Acredita-se que bactérias da propria
microbiota conjuntival normal do paciente ganhem acesso a parte interna do olho e
provoguem a infeccdo. Entdo atencdo € necessaria aos componentes desta
microbiota bacteriana, e sua resposta aos diferentes antibiéticos que sédo usados
como agente profilaticos.

Este estudo tem como objetivo avaliar a microbiota bacteriana da conjuntiva
ocular em portadores de DMRI com indicacdo de injecdo intravitrea de
antiangiogénico, comparando com a microbiota de portadores de catarata no pré-
operatorio para cirurgia.

2. Participagao no Estudo:

A sua participagdo consistira em permitir a coleta de material do olho a ser
submetido a injecao intravitrea de antiangiogénico (Grupo 1) e a cirurgia de catarata
(Grupo 2).

O exame sera realizado pelo oftalmologista responsavel pelo estudo e no
periodo pré-operatorio imediato de ambas as cirurgias. Sera coletado material
(secrecdo) da parte externa do olho, inferiormente no saco conjuntival, sem tocar
cilios ou palpebras, utilizando-se um swab (haste com algodao estéril). Este
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procedimento causa um leve desconforto, mas que em geral € bem tolerado pelos
pacientes.

Os pacientes seguirdo normalmente suas programacdes cirdrgicas (tanto para
cirurgia de catarata, como para inje¢cdo intravitrea de antiangiogénico) e este exame
em nada atrapalha ou acrescenta qualquer risco adicional a sua cirurgia. Inclusive é
considerado exame pré-operatério de rotina em alguns servicos para conhecimento
da microbiota conjuntival e instituicdo de profilaxia antibiética adequada.

Caso aceite participar desta pesquisa, esta garantindo que podera desistir a
qualquer momento, bastando para isso, informar a sua decisdo de desisténcia, da
maneira mais conveniente. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relagéo
com o pesquisador, com a Instituicdo (Fundagdo Altino Ventura) ou ao seu
tratamento.

3. Beneficios:

O beneficio potencial desta pesquisa € permitir um melhor conhecimento da
microbiota conjuntival nestes grupos de pacientes, possibilitando escolha adequada
de profilaxia antibiética e até mesmo terapéutica de uma possivel endoftalmite.

4. Confidencialidade:

Os resultados do estudo poderdo ser publicados, porém o0 seu home e a sua
identidade nunca seréo revelados, de forma que vocé ndo podera ser identificado e
a sua identidade sera mantida em sigilo.

A sua participacdo é voluntéria. As informacdes obtidas serdo analisadas sem
divulgacdo ou identificacdo dos participantes, sendo utilizadas apenas nessa
pesquisa. Caso esses dados interessem a alguma outra pesquisa, VOCé sera
consultado e os dados s6 seréo fornecidos com a sua autorizacéo.

6. Garantia de acesso:

Vocé terd a garantia de que terd acesso ao pesquisador responsavel, para
esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador € o Dr. José Ricardo
Diniz, que pode ser encontrado no endereco da Rua da Soledade, n.° 170, Bairro -
Boa Vista (Fundacao Altino Ventura) e pelo telefone (81) 99761298. Se tiver alguma
consideracao ou davida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa, (CEP) - Rua da Soledade 170, Boa Vista, CEP: 50070-040 ,
fone (81) 3302-4300, FAX: (81) 3421-8971, Email: fav@fundacaoaltinoventura.org.br
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7. Consentimento

Eu entendi a descricdo do estudo e aceito livremente participar deste estudo
como voluntario. Eu tive a oportunidade de perguntar ao meu entrevistador as
minhas davidas e recebi respostas satisfatorias.

NOME (SUJEILO A PESUUISA).....cevrurrrruniiiaseeeeeeeeeetieetttssss s s s e e e e e e eaaeeeeaeeeeeesessrnnsnnn s
J XYY [ 1= 110 [ - VOO
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ANEXO

Anexo 1

Comité de Etica em Pesquisa
Fundac&o Altino Ventura

Fundacao Altino Ventura

Recife, 12 setembro de 2008.

CARTA DE APROVAGAO N.° 006/08

REGISTRO CEP-FAV N.° 036/08

liImo. Dr.

José Ricardo Diniz (Pesquisador)
Instituicdo: Fundagao Altino Ventura
Disciplina/Departamento: Oftalmologia
Ref.: Projeto de Pesquisa

Tema: Efeitos sobre a flora conjuntival apés uso de antibiéticoterapia profilatica
consecutiva com fluorquinolona (FQ4G) de quarta geragcdo em pacientes

submetidos a injegao intra-vitrea.

O Comité de Etica em Pesquisa analisou e aprovou o projeto acima mencionado, bem
como a documentacdo constituida pelo projeto de pesquisa, ficha de encaminhamento,
folha de rosto, termo de consentimento livre e esclarecido, formulario de pesquisa e

planilha de custos.

Conforme resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude sZo deveres do pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteragéo do projeto e do termo de consentimento. Nestas
circunstancias a inclus&o de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a
resposta do Comité, apés andlise das mudancgas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o

desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local
seguro por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgéos competentes.

4. Apresentar primeiro relatério parcial em: 60 dias

Atenciosamente,

[\ eé/

Dr. José Rafael Arruda Janior,
Coofdenador do Comité de Etica em P

da Fundacéo Adfino Ventura
{

quisa

Rua da Soledade, 170 — Boa Vista -PE CEP: 50070-040 — Fone: (0**81) 3302-4300 — CNPJ: 10.667.814/0001-38
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