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RESUMO

Objetivos: Determinar o potencial risco de contaminagdo do frasco de
azul detripano (AT) depoisdeutilizado pelaprimeiravez e estocado em
diferentes condic¢des de temperatura e umidade, assim como identificar
0s possiveis fatores de contaminag&o, microrganismos mais freqliente-
mente envolvidos e simultaneamente avaliar as propriedades bacterios-
téticasebactericidasdo corante. M étodos: Realizado estudo experimen-
tal, prospectivo, em que30frascosde AT foramdivididosemtrésgrupos
(A: controle, B: armazenamento em geladeira e C: armazenamento em
armério). O corante era aspirado e semeado em placas de agar sangue e
tubo de &gar Sabouraud. No grupo A 0 AT foi semeado apenas|ogo apos
a abertura dos frascos (tempo zero - TO), nos grupos B e C ocorreu
semeaduranosTO, T1(1dia), T2 (2dias), T7 (7 dias) eT10(10dias) apos
abertura dos frascos. No 10 dia os frascos dos grupos B e C também
foram submetidos aum raspado do lado interno do frasco apés abertura.
Concomitantementefoi realizado teste de agdo inibitériado corante AT
para estudo da atividade bacteriostética e bactericida. Resultados: As
semeaduras realizadas no TO n&o apresentaram contaminagédo. Entre os
T1eT10maisoraspado houveapenaslfrasco contaminado armazenado
em geladeira. O microrganismo encontrado foi 0 Aspergillus niger. Foi
comprovado queo corantendo apresentaacao bactericidaebacteri ostética
para as bactérias testadas. Conclusdes: Nas condi¢des do estudo ndo
houve contaminagéo dos frascos armazenados em armério e 1 frasco
(10%) armazenado em gel adei raapresentou contaminagédo apdsabertura
e uso inicial. A fonte de contaminacdo talvez seja o lado externo do
produto. O AT néo apresentapropriedadesbactericidasebacteriostéticas
para as bactérias testadas e na concentragdo utilizada.

Descritores: Azul tripano/andlise; Azul tripano/toxicidade; Aspergillus niger/isolamento
& purificagéo; Coloracéo e rotulagem; Tinturas; Catarata; Contaminagéo de medicamentos

INTRODUGAO

Corantes vitais s80 substancias tintoriais utilizadas para corar tecidos
vivos. Podem ser usados em oftalmologia com diversas finalidades, como
exemplo os corantes rosa bengala ou fluoresceina utilizados na avaliagdo
da superficie ocular, o azul de tripano (AT), tetrazol, indocianina verde e
acridinalaranjaempregados naavaliacdo daviabilidade endotelial. Azul de
metileno, AT e indocianina verde sdo corantes usados paratingir a capsula
anterior do cristalino e este Ultimo também pode ser utilizado paradistinguir
amembrana limitante interna da retina durante o ato operat6rio®.
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OAT éum corantevital, composto do sal deférmulabruta:
C,H,N,Na,O, S

34 246 1474

de cor cinzaazulado, sollivel em aguaeinsolivel em acool.
Foi inicialmente utilizado napréti caoftalmol dgica, naconcen-
tracdo de 0,25%, paraidentificacéo de danos nas células endo-
telials, para assegurar a qualidade dos bot&es de cérnea para
ceratoplastia. Ascélulas endoteliaisnormais (viaveis) ndo sao
coradas, porém as células danificadas, cuja membrana é per-
meavel ao corante, apresentam seu nicleo corado apés 1 a 2
minutos do contato com o AT seguido da lavagem com solu-
¢ao salina balanceada*?.

Com o advento da facoemulsificagéo e a introducdo da
capsulotomiacurvilineacontinua(CCC) por Gimbel em 1990, o
AT passou ater fundamental utilidade na coloracéo da capsu-
laanterior do cristalino em diferentes situagdes®.

Asprincipaisindicacdesdautilizacdo do AT nacirurgiada
extracdo da catarata sdo: dificuldade naidentificacéo da cap-
sula anterior do cristalino (catarata hipermadura), opacidades
corneais (distrofias e degeneragOes corneais), treinamento de
cirurgioes principiantes, catarata infantil (capsula anterior
muito eléstica) e casos de dificuldade da identificacdo do
“flap” capsular durante a CCC®19,

Outra possivel utilidade do AT é a colorag@o intra-estro-
mal corneal parafacilitar arealizac&o daceratoplastialamelar
profunda®?.

As complicagdes associadas a utilizagdo do AT sdo: tingi-
mento de lentes intra-oculares, coloracdo inadvertida do hu-
mor vitreo, toxicidade ao endotélio corneal em altas concentra-
¢0es e quando exposto por longo periodo e potencial carcino-
génico19),

Baseado nesta suposicdo, Yetik et al., determinaram, me-
diante um estudo, que a concentracéo de 0,0125% do corante
(trés diluicOes a partir da concentrago usada inicialmente de
0,1%) era capaz de corar satisfatoriamente a capsula anterior
do cristalino e conseguentemente diminuir o suposto poten-
cial carcinogénico®,

Atualmente, o corante AT esta disponivel comercialmente
em nosso meio em frascos contendo 1,0 cc. A injecdo de apenas
0,1 cc do corante na camara anterior € suficiente para corar
satisfatoriamente a capsula anterior do cristalino®*”, Como o
fabricante sugere ser o produto de uso Unico, cerca de 90% do
produto € desprezado com o descarte do frasco apds a primeira
utilizacéo (quantidade suficiente paramais nove injecoes).

Com base nessas informaces, este estudo teve como obje-
tivo determinar o potencial risco de contaminagéo do frasco de
azul detripano depois de utilizado pela primeiravez e estocado
em diferentes condi ¢cBes de temperatura e umidade, assim como
identificar os possiveis fatores de contaminag&o, microrganis-
mos mai sfreguentemente envolvidos e simultaneamente avaliar
as propriedades bacteriostéticas e bactericidas do corante.

METODOS

Foi realizado estudo experimental, prospectivo, nos Depar-
tamentos de Microbiol ogia e de Oftalmol ogiada Santa Casade

Arq Bras Oftalmol. 2006;69(1):27-31

T ‘ 69(1)05.p65 28

Misericordia de S&o Paulo, no periodo de maio a setembro de
2004.

Foram utilizados 30 frascos do corante AT (azul de tripa-
no®, Ophthalmos Ind. e Com. de Produtos Farmacéuticos
Ltda., S8o Paulo, Brasil, lote 060406), cedidos gratuitamente
pel o fabricante e que tiveram seu uso aprovado parautilizagdo
através de um boletim de anélise do produto realizado pelo
programade féarmaco-vigilanciadaempresa.

Foram compostos trés grupos contendo 10 frascos esté-
reiscadaum:

A) Grupo controle.

B) Grupoem queo armazenamento do frasco apdsprimeira
utilizagéo foi feito na geladeira do centro cirdrgico do
Departamento de Oftalmologia da Santa Casa de Séo
Paulo (temperaturade + 4°C).

O Grupo em que 0 armazenamento do frasco apds primeira
utilizagdo foi feito no armério do vestiario do centro
cirdrgico do Departamento de Oftalmologia da Santa
Casa de S8o Paulo, com temperatura média de 20,66+
1,15°C, variando entre 18,50 e23°C, eumidaderel ativade
63+1,67%, variando entre 61 e 65%, medidas através de
termOmetro e higrometro respectivamente. (Barigo®, Ba-
rometerfabrik, Villingen-Schwenningen, Alemanha).

O processo de semeadura foi realizado em condicfes de
esterilidade, seguindo normas padronizadas, no Laboratorio
de Controle de Qualidade daempresaProbac® do Brasil Produ-
tos Bacteriolégicos Ltda., incluindo capela de fluxo laminar,
utilizacdo de avental e luvas estéreis pelos pesquisadores,
além de mascaras e gorros apropriados.

Os frascos estéreis foram retirados do invélucro plastico,
o lacre datampaquebrado e 0,2 cc da soluc&o aspirada através
de uma seringa de insulina que transfixava a tampa de borra-
chado frasco, sendo o material colhido semeado em placas de
agar sangue e tubos de agar Sabouraud.

No grupo A, o corante foi semeado apenas logo apds a
abertura dos frascos no tempo zero (T0O); nosgrupos B e C, foi
semeado nostempos: zero (TO), 1 dia(T1), 2dias(T2), 7 dias
(T7) e10dias(T10) apésaaberturadosfrascos. A partir do T1
foi utilizada gaze estéril e dlcool a 70% para esterilizagdo da
tampa do frasco antes de nova coleta do corante.

No décimo diaos frascos dos grupos B e C foram submeti-
dos, aém da semeadura do corante, a um raspado do lado
interno da parede do frasco logo ap6s a sua abertura.

As placas de agar sangue, ap6s a semeadura do material,
foram armazenadas na estufa a temperatura de 35+2°C do
|aboratorio de Microbiologiado Servico de Controle de I nfec-
¢d0 Hospitalar da Santa Casa de Séo Paulo. Os tubos de &gar
Sabouraud foram armazenados a temperatura ambiente (25+
2°C) dolaboratério.

Osmeiosde culturaforam examinadosdiariamente, por dois
dias para agar sangue e trés semanas para agar Sabouraud.

Alémdisso, foi realizado teste de agdo inibitdriado corante
AT para estudo da atividade bacteriostética e bactericida.
Foram selecionadas cepas padrdes da colecdo de cepas tipo
americana (ATCC) de Pseudomonas aeruginosa (ATCC
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27853), Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e semeadasem agar M tieller Hinton. Em
cada placa semeada com as cepas, foram adicionados trés
discos estéreis (blank) embebidos com o corante AT (Figura
1). As placas foram armazenadas na estufa do laboratério de
Microbiologia e avaliadas apds 24 horas.

Este estudo foi avaliado pelo Comité de Etica da Santa
Casa de Sdo Paulo, que autorizou sua realizacdo.

Os autores ndo possuem interesse comercial nos produtos
citados neste trabalho.

RESULTADOS

As 30 primeiras amostras do corante colhidasno TO (10 de
cada grupo) ndo apresentaram contaminagao.

Das 100 amostras seguintes (50 do grupo B e 50 do grupo
C) colhidas entre 0 T1 e T10, mais o raspado, uma amostra
(1%) apresentou contaminagao.

O frasco contaminado estava armazenado na geladeirae a
contaminag&o ocorreu no T1 do estudo. O agente encontrado
foi o fungo Aspergillus niger.

Em relacdo ao teste de acdo inibitoria, apds 24 horas de
inoculacéo das cepas, foi observado que o corante ndo apre-
sentou agdo bactericida e bacteriostética para as bactérias
testadas.

DISCUSSAO

Natransicdo datécnicada cirurgia de catarata, dafacecto-
mia extracapsular para a facoemulsificagdo, diversas vanta-
gens foram adquiridas como reducdo do tempo cirdrgico,
anestesiatopica, recuperagado ocular mais rapidacom diminui-
¢do do processo inflamatdrio, alta precoce, entre outras. Po-

Figura 1. Placa de agar Mieller Hinton semeada com cepas padrdes
e discos estéreis embebidos com azul de tripano. Fonte: Departamento
de Microbiologia da Santa Casa de S&o Paulo, 2004

rém, uma desvantagem importante da nova técnica foi o
aumento do custo do procedimento®®,

Apesar das industrias oftalmol 6gi cas, tanto na érea farma-
coldgica como na érea cirlrgica, alertarem os médicos em
relacdo a esterilidade de seus produtos e 0 modo adequado de
utilizag&o, diversos materiais de uso Unico cirdrgico, assim
como farmacos, sdo reutilizados, com o objetivo dereduzir os
custos dos procedimentos®®2d,

Nafacoemulsificagdo os principais materiais e substancias
reutilizadas de formainadegquada sdo: caneta do facoemulsifi-
cador, ponteira da caneta, luva de silicone da ponteira, man-
gueiras de infus&o e/ou aspiragdo, assim como solugdo salina
bal anceada e eventualmente o corante azul de tripano®+2?,

A reutilizacdo inadvertida desses materiais propicia even-
tual contaminag&o por microrganismos, podendo aumentar o
risco de infecgBes intra-oculares (endoftalmite) e a conse-
guente perda da visdo®?2, Nestes casos, 0s agentes de con-
taminac@o ambiental mais freqlentes sdo o Staphylococcus
sp, Bacilos Gram positivos esporulados, Pseudomonas aeru-
ginosa e fungos®.

No presente estudo, quando o AT foi utilizado como reco-
mendado pelo fabricante, ou sgja, uso Unico, ndo houve con-
taminac&o da amostra (30 amostras do TO).

Entre T1 e T10, das 100 amostras semeadas, ocorreu ape-
nas uma contaminacéo, por fungo Aspergillus niger no T1 do
frasco 9 armazenado em geladeira. No entanto, o mesmo frasco
ndo apresentou contaminagdo nos periodos subsegiientes.

Este resultado sugere que, apesar da realizacdo prévia da
assepsia com acool 70% natampa do frasco, a contaminagao
ocorreu por provavel inoculaco do agente no ato da coleta
do material. Os dlcoois desnaturam proteinas e dissolvem
lipidios, podendo lesar a membrana celular de diversos agen-
tes patogénicos. Apresentam agdo sobre bactérias e virus,
agindo com menor intensidade sobre os fungos®.

Além disso, os fungos do género Aspergillus tém ampla
distribui¢do geogréfica, sendo contaminantes comuns em la-
boratérios e hospitais®.

O fato das amostras subsegientes col hidas do frasco con-
taminado ndo apresentarem 0 mesmo agente pode ser explica-
do através de duas hipoteses:

1) O AT apresenta agéo fungistética e fungicida. Para con-
firmar tal fato, seria necessario realizar teste de acéo ini-
bitéria do corante com cepas do fungo Aspergillus niger.

2 OAT néo favoreceu amultiplicacdo do Aspergillus, ou
seja, 0 corante ndo € meio de culturaideal paraamulti-
plicacdo fungica e/ou a temperatura de + 4°C da gela-
deira néo é adequada para a multiplicagéo do agente.

Kawgakami et al., realizaram estudo em que cepas de Sa-
phylococcus aureus e Pseudomonas aer uginosa foram inocu-
ladas em frascos de fluoresceina. Apds uma hora dainocula-
¢ao, asculturasdo colirio confirmaram acontaminacdo, porém
observou-se que as culturas tornavam-se negativas com o
decorrer do tempo. Esses resultados demonstram que mesmo
apos inoculagdo de bactérias em solugdo, com o passar do
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tempo os microrganismos ndo sobrevivem, pois provavel men-
te 0 meio em questao ndo era propicio para a multiplicacéo
bacteriana®.

Sugerimos testes semel hantes aos realizados por Kawaka-
mi, em diferentes temperaturas, com a utilizacéo de cepas de
fungos para confirmar a segunda hipotese.

Por outro lado, a auséncia de contaminacéo bacteriana
pode ser explicada através de trés hipéteses:

1) Eficécia do acool 70% durante assepsia. A assepsia
com &l cool 70% talvez tenhaimportante papel, evitando
gue o corante seja contaminado. Como comentado
anteriormente, o0s alcoois apresentam agao sobre bacté-
rias e virus, lesando sua membrana celular®?.

2) Acdo bactericida e bacteriostatica do AT. O teste de
acdo inibitoriarealizada com as cepas de Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus
demonstraram que o AT na concentracéo de 0,1% néo
apresenta ac8o bactericida e bacteriostética

3 O AT nédo é meio de cultura propicio paraamultiplica-
¢do bacteriana. Novamente sugerimos testes semel han-
tes aos realizados por Kawakami, com a utilizacdo de
cepas de bactérias para confirmar esta hipétese.

Um dos objetivos do presente estudo foi o de verificar a
possibilidade de contaminagdo de frascos de AT quando re-
utilizados, e ndo o de sugerir ou ndo nova utilizagéo do coran-
te apds o primeiro uso. Isto significa que, embora apenas uma
amostra dentre todas estudadas tenha apresentado contami-
nacdo, este resultado n&o deve servir de suporte paraindicar a
re-utilizacdo do AT em seres humanos. Até que novos traba-
Ihos sejam realizados, utilizando amostras maiores dos grupos
estudados, sugerimos que as orientacfes do fabricante sejam
seguidas e o produto ndo seja reaproveitado.

A endoftalmite fungica causada pelo Aspergillus sp tem
sido descrita na literatura nacional, demonstrando prognosti-
co reservado, dificil tratamento e muitas vezes consequéncias
devastadoras?’-29,

O presente estudo demonstrou que existe risco de conta-
minacdo do corante apds abertura e que a pratica de fracionar
a utilizacdo do corante pode colocar em risco o olho dos
pacientes.

Sugerimos como alternativa para a otimizacéo dos custos
da cirurgia em relacdo ao AT a comercializagdo do frasco
contendo quantidade reduzida do corante, ja que, em média,
apenas 10% do frasco é utilizado.

CONCLUSOES

1) Nas condi¢des do estudo, ndo houve contaminacdo dos
frascos armazenados em armério apds aberturae usoinicial.

2 Nas condices do estudo, 1 frasco (10%) armazenado em
geladeira apresentou contaminagdo apds abertura e uso
inicial.

3 A fonte de contaminagéo talvez seja o lado externo da
tampa do frasco.
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4) O AT néo apresenta propriedades bactericidas e bacte-
riostéticas para as bactérias testadas, na concentracdo
utilizada.

ABSTRACT

Pur pose: To determinethe potential risk of contamination of a
trypan blue bottle (TB) after first use and after being stored
under different temperature and humidity conditions, as well
asto identify possible contamination factors, most frequently
involved microorganisms and simultaneously evaluate bacte-
riostatic and bactericide properties of the dye. Methods: An
experimental and prospective study was carried out, in which
30 TB bottleswere divided into 3 groups (A: control, B: refri-
gerator storage and C: cabinet storage). The dye was suctio-
ned and cultivated in agar blood plates and Sabouraud agar
tube. In group A, TB was cultivated immediately after the
opening of the bottles (temperature zero — TO), in groups B
and C cultivation occurredin TO, T1 (1day), T2 (2days), T7 (7
days) and T10 (10 days) after the opening of the bottles. On
the 10" day, groups B and C bottles were also submitted to
scraping of their inner walls after opening. Concurrently, the
inhibitory action measurement test was conducted on the TB
dye for the study of bacteriostatic and bactericidal activity.
Results: Cultivation procedures conducted in TO presented
no contamination. Among T1 and T10, added to the scraping
there was only one contaminated bottle stored in the refrigera-
tor. The encountered microorganism was Aspergillus niger. It
has been proven that the dye does not show bactericide and
bacteriostatic properties against the bacteria which were tested.
Conclusions: Under this study’s conditions there was no
contamination of the bottles stored in cabinets and 1 bottle
(10%) stored in the refrigerator showed contamination after
opening and initial use. The source of contamination may pos-
sibly be the outer part of the product. TB does not show
bactericidal and bacteriostatic properties against the tested
bacteria and in the applied concentration.

Keywords: Trypan blue/analysis; Trypan blue/toxicity; Asper-
gillus niger/isolation & purification; Staining and labeling;
Dyes, Cataract; Drug contamination
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