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Bacilos gram negativos, contaminantes mas
prevalentes en lentes de contacto blandos usados’

Diana Castiblanco® / Martha Fabiola Rodriguez**

Myriam Teresa Mayorga C***

REsSuMEN

Las bacterias son los contaminantes mas frecuentes
de los lentes de contacto. Objetivo: identificar el tipo
de depésitos microbiolégicos en lentes de contacto
blando (LCB) usados. Materiales y Métodos: 100
lentes de contacto blandos de usuarios o de prueba
de las opticas, recolectdndose 25 lentes para cada
grupo de la FDA (Grupo1, 2, 3 y 4, segin el conte-
nido de agua e ionicidad del polimero). Los lentes
se almacenaron por 20 dias en sus estuches indivi-
duales hasta su estudio. A cada lente, se le realizé
observacion directa en lampara de hendidura para
clasificar depésitos visibles segtn criterio de RU-
DKO, examen directo con azul de lactofenol y cul-
tivos microbiologicos. Resultados: segiin los grupos
de la FDA, la contaminacién microbiana en el grupo
1 fue del 80% (20/25) por bacterias y el 8% (2/25)
por hongos. En el grupo 2, el 88% (22/25) presentd
bacterias, el 4% (1/25) hongos. En el grupo 3, el 72%
(18/25) presento bacterias, el 20% (5/25) hongos. En
el grupo 4, el 80% (20/25) presentd bacterias, el 12%

(3/25) hongos. La presencia de hongos siempre fue
concomitante con la de bacterias. Segin los criterios
de Rudko, se obtuvo que, de la categoria I, el 43,2%
(17/37) tenia contaminacién microbiolégica por bac-
terias y/u hongos. El 100% de los lentes de categoria
II (56/56) y categoria IV (7/7) estaban contaminados.
El tipo de bacterias més frecuentemente identificadas
en los cultivos, fueron bacilos y cocobacilos Gram
negativos. Conclusiones: los bacilos Gram negativos
fueron los microorganismos que més se encontraron
en los lentes de contacto blando usados después de

20 dias de almacenamiento.

Palabras clave: FDA, depdsitos, Rudko, lentes de con-

tacto blando, bacilos y coco bacilos Gram negativos.
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GRAM NEGATIVE BACILLUS: THE MOST
FREQUENT CONTAMINANT
IN WORN SOFT CONTACT LENSES

ABSTRACT

Bacteria are the most frequent contaminants in con-
tact lenses. Objective: The aim of this study is to
identify the type of microbiological deposits in worn
soft contact lenses. Materials and methods: 100 soft
contact lenses from wearers or used in the optical
shops were collected, 25 for each group of the Food
and Drugs Administrations, (FDA) (group 1, 2, 3, and
4 according to water content and polymer ionici-
ty). Contact lenses were stored for 20 days in their
respective individual cases. Each lens was directly
observed in a slit lamp to classify visible deposits ac-
cording to RUDKO criterion, blue lactophenol direct
examination and microbiological cultures. Results:
According to the Food and Drugs Administrations
groups, the microbial contamination in group 1 was
80% (20/25) with bacteria and 8% (2/25) with fungi.
In group 2 was 88% (22/25) with bacteria, and 4%
(1/25) with fungi. In group 3 was 72% (18/25) with

bacteria, and 20% (5/25) with fungi. In group 4 was
80% (20/25) with bacteria, and 12% (3/25) with fun-
gi. Fungi presence was always concomitant with bac-
teria. According to Rudko criterion 43.2% of category
I lenses (17/37) had microbiological contamination
with bacteria or fungi. 100% of category II lenses
(56/56) and category IV lenses (7/7) were contami-
nated. The most frequent type of bacteria identified
in the culture was bacillus and gram-negative coc-
cobacillus. Conclusions: gram-negative bacilli were
the microorganisms most found in worn soft contact

lenses after 20 days of storage.

Key words: Food and Drugs Administrations (FDA),
deposits, Rudko, soft contact lenses, gram-negative

bacillus and coccobacillus.
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INnTRODUCCION

Los lentes de contacto blandos convencionales estan
fabricados con una combinacién de diversos polime-
ros (hidrogeles) con contenidos de agua que oscilan
entre el 38% y el 80%. Estos polimeros poseen pro-

piedades fisicas, quimicas y estructurales diferentes,

de forma que dotan al lente con caracteristicas espe-
cificas de hidratacién, porosidad, transmisibilidad al
oxigeno, humectabilidad en la superficie, durabili-
dad, etc. Atendiendo a la FDA los lentes de contacto
blandos se clasifican en cuatro grupos segin el con-

tenido de agua e ionicidad del polimero (Tabla 1).

TaBLA 1. CLAsIFicAcION DE LoS LENTES DE CONTACTO BLANDO SEGUN LA FDA

GRUPO 1 GRUPO 2

GRUPO 3 GRUPO 4

Alto contenido acuoso
(>50% H20)

Bajo contenido acuoso
(<50% H20)

Alto contenido acuoso
(>50% H20)

Bajo contenido acuoso
(<50% H20)

Polimeros no iénicos Polimeros no iénicos

Polimeros iénicos Polimeros iénicos

Uno de los problemas més frecuentes de los usuarios
de lentes de contacto es la contaminaciéon por mi-
croorganismos, los cuales se adhieren rapidamente a
los lentes formando biocapas (McLaughlin-Borlace y
cols., 1998). Las biocapas o Biofilms se refieren a mi-
crocolonias y células individuales adheridas irrever-
siblemente a un sustrato o interfase, embebidas en
una matriz generalmente anionica, constituida por
sustancias poliméricas, altamente hidratada, produ-
cida por el mismo microorganismos. Una vez se for-
ma esta matriz, se constituye una estructura viscosa
y elastica muy fuerte, resistente a la destruccién me-

canica (Donlan y Costerton, 2002).

Durante el uso, los lentes de contacto blando adsor-
ben la pelicula lagrimal formando una cubierta rica
en proteinas, lipidos, azdcares y otras sustancias
que facilitan la adherencia y mantenimiento de los
microorganismos en este tipo de medio (Williams y
cols., 1997). Es asi, como los lentes de contacto sir-
ven como sustrato pasivo, pero constante para la ad-

herencia, colonizacién y crecimiento bacteriano.

Los microorganismos usualmente asilados de los len-
tes de contacto incluyen: P aeruginosa, S. aureus, S.
epidermidis, Serratia spp., E. coli, Proteus spp., and

Candida spp (Pepouse, 1996). La adherencia de los

microorganismos a los lentes de contacto depende
de multiples factores, del lente y del usuario, las so-
luciones de mantenimiento, estuches, la manipula-
cion, tiempo de uso, asi como también de las propie-
dades intrinsecas del microorganismo contaminante.
En los lentes de contacto usados, Pseudomona y Sta-
phvlococcus son los microorganismos mas aislados

(Lipener y cols., 1995).

En los pacientes asintométicos existen bajos niveles
de colonizacién por bacterias Gram positivas, prin-
cipalmente Staphylococcus. Los bacilos Gram nega-
tivos son los contaminantes maés frecuentes de los
lentes de contacto de usuarios sintomaticos (Willcox
y cols., 2001), particularmente Pseudomona spp y Se-

rratia spp, (Holden y cols., 1996).

Los estuches de los lentes de contacto, se han pro-
puesto como la principal fuente de contaminacién
de los lentes, debido a la formacién de biofilms que
prolongan el tiempo de retencién de los microor-
ganismos e incrementan su potencial patogénico
(McLaughlin y cols., 1998; Bharathi y cols., 2007). El
inapropiado mantenimiento de los lentes por malas
condiciones higiénicas, también ha sido frecuente-
mente asociado con la contaminacién microbiana
(Hart, 1987; Yung y cols., 2007; Feys 2004). La efica-
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cia de los liquidos de limpieza y de mantenimiento
no cubre todos los microorganismos, ya que muchos
de los contaminantes, especialmente los hongos y
bacterias Gram negativas, como Pseudomona pue-
den sobrevivir en estas soluciones (Lakkis y Fleiszig,
2001; Mayo y cols., 1987).

Los estudios realizados in vitro para controlar cada una
de estas variables no son muy concluyentes. La adhe-
rencia preferencial, de cepas de bacterias identificadas,
sobre lentes no usados, clasificados segiin la FDA, han
reportado que los lentes de contacto del grupo 2, he-
chos con polimeros no i6nicos de alto contenido de
agua unen mayor cantidad de Pseudomona aeruginosa,
mientras que los del grupo 1 (polimero no ionico- bajo
contenido acuoso) unen la menor cantidad de bacterias
(Dang y cols., 2003). Miller y Ahearn (1987) reportaron
mayor adherencia de Pseudomona a los lentes no ioni-
cos, que puedo ser influenciada por la cepa de bacteria,
PH, concentracién de electrolitos y tiempo de exposi-
cién, pero independiente del grado de humedad. En
cuanto el tipo de microorganismo la capacidad de ad-
herencia de P aeruginosa es 10 veces mayor que la del
S. epidermidis ( Ahanotu y cols., 2001). Los estudios in
vivo no muestran relacion entre el tipo de material de
los lentes y la frecuencia de contaminacién de los mis-
mos (Gopinathan y cols., 1997; Lawin-Brussel y cols.,
1991), una posible explicacién podria ser debido a la
adsorcion de sustancias de la lagrima, con formacion
de depésitos que cambian las propiedades fisicoquimi-

cas originales del lente (Bruinsma y cols., 2002).

Este trabajo tuvo como objetivo determinar el tipo de
microorganismos que prevalecen en lentes de contac-
tos blandos usados, clasificados segtn la FDA, des-
pués de 20 dias de almacenamiento y su relacién con

los depésitos agrupados segiin el método Rudko.

MATERIALES Y METODOS

Muestra: 100 lentes de contacto blandos de diferen-

tes marcas se obtuvieron de pacientes y 6pticas de

diferentes ciudades del pais. Los lentes se clasifica-
ron segln los grupos de la FDA hasta obtener 25 de
cada grupo, 72 lentes fueron obtenidos de pacientes
y 28 fueron lentes de prueba de 6pticas. Los lentes
de uso programado fueron reemplazados ente 3 y 4
meses y los de uso extensivo, el tiempo de reemplazo
vari6 entre 8 y 16 meses. Los lentes se mantuvieron
en sus estuches individuales, sin abrirlos hasta su

procesamiento (20 dias).

Examen cualitativo de los depésitos: se utiliz6 una
ldmpara de Hendidura marca Burton del Instituto de
Investigaciones Optométricas (IIO) de la Universi-
dad de La Salle. Estos fueron observados tal y como
provenian del lugar de origen, todos los lentes esta-
ban hidratados. El examen se realizé en condiciones
de esterilidad y fueron colocados nuevamente en su
estuche, para su manipulacién se utilizaron escobi-
llones previamente esterilizados y guantes desecha-
bles. Los lentes se revisaron con aumento de 10X, y

se clasificaron segin los criterios de RUDKO:

I: Depbsitos no visibles en lente hidratado o deshi-
dratado con 15X de magnificacion.

II: Depdsitos visibles en lente hidratado con 15X de
magnificacion.

III: Depdsitos visibles en lente deshidratado sin mag-
nificacién.

IV: Depésitos visibles en lente hidratado sin magnifi-

cacion.

Examen Microbiolégico: cultivos: cada lente de con-
tacto se retir6 del estuche con un escobillén estéril
y se realiz6 la siembra en agar sangre y se incubo
a 37°C por 24 horas en condiciones aerébicas. Las
colonias obtenidas se identificaron microscopica-
mente con la coloracién de Gram a 100X. Cada tipo
de colonia diferenciada macroscépicamente se toméd
con asa recta, se realizé el frotis y la coloracién de
Gram. Lo anterior para cada uno de los cultivos de

los lentes.
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Examen en fresco: después del cultivo, los lentes
se colocaron directamente entre ldmina y laminilla
adicionando una gota de solucién salina y/o azul de
lactofenol al 10%. La lectura se realizé en 10X y 40X

para establecer la presencia de hifas o levaduras.
REsuLTADOS

EXAMEN CUALITATIVO DE LOS DEPOSITOS DE
ACUERDO A LA CLASIFICACION DE Rubko

Teniendo en cuenta la clasificacion de la FDA, se en-
contré que el mayor porcentaje de lentes, en todos los
grupos, tuvo depositos visibles en lentes hidratados

a 10X (categoria II) asi: el 64% (16/25) del grupo 1; el
56% (14/25) en el grupo 2, el 48% (12/25) en el grupo
3 y el 56% (14/25) del grupo 4. La categoria I (dep6-
sitos no visibles en lente hidratado o deshidratado a
10X), en el grupo 1 se presento en el 36% (9/25), en
el grupo 2 se encontr6 en el 28% (7/25), en el grupo 3
en el 44% (11/25) y en el grupo 4 en el 40% (10/25).
La categoria III no se encontré en ningtn lente ya
que todos estaban hidratados y la categoria IV (depd-
sitos visibles en lente hidratado sin magnificacion)
se encontr6 en el grupo 2, en el 16% (4/25) de los
lentes, en el 8% (2/25) en el grupo 3 y en el 4% (1/25)
del grupo 4 (Figura 1).

Ficura 1. PORCENTAJES DEL TIPO DE DEPOSITOS (CATEGORIZACION DE RUDKO), ENCONTRADOS

EN LOS LENTES DE CONTACTO BLANDOS USADOS, CLASIFICADOS SEGUN LA FDA (Gruro 1, 2, 3 Y 4)

70%
64%
60%
56% 56%
0O,
50% 48%
44%
409 "
40% o % B CATEGORIA T
Y z
CATEGORIA 1I
30% .
CATEGORIA 111
20% B CATEGORIA IV
0,
10% 8% 4%
09% 0% 0% l 0%
O% T
GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4

Al comparar las categorias de los depdsito segiin los
criterios de Rudko y el examen microbioldgico, se
obtuvo que de la categoria I el 43,2% de los lentes

(17/37) tenia contaminacién microbiolégica por hon-

gos y/o bacterias. El 100% de los lentes con depési-
tos de categoria II (56/56) y categoria IV (7/7) estaban

contaminados (Figura 2).
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Ficura 2. PORCENTAJE DE LENTES CON CONTAMINACION MICROBIOLOGICA, CLASIFICADOS SEGUN LOS DEPOSITOS,
catecoriA |, 11, 1ll Y IV (caTEGORIZACION DE RUDKO)

120%
100% 100%
100%
80% .
[l CATEGORIA I
60% [O] CATEGORIA 1I
43.2% .
e [] CATEGORIA III
[l CATEGORIA IV
20%
0%
0%

EXAMEN MICROBIOLOGICO

De los LCB usados por pacientes el 79% (57/72) es-
taban contaminados con bacterias, el 9,7% con hon-
gos (7/72) y el 20,8% fueron negativos (15/72). De los
LCB de las 6pticas o de prueba 79% (22/28) estaban

contaminados con bacterias, el 7% con hongos (2/28)
v el 21% fueron negativos (6/28). Los hongos siempre
se encontraron en los lentes concomitantes con bac-
terias, es decir una contaminacién mixta (bacterias y

hongos) (Figura 3).

Ficura 3. PoRrceNTAJE DE LCB cCONTAMINADOS CON BACTERIAS Y HONGOS™

90%
79% 79%

80%

70% -

60% -

50% -

I PACIENTES

40%

] OPTICAS

30% -

21%  21%

20% -
10%
10%

7%

0% - e  : ] k"
BACTERIAS HONGOS

NEGATIVOS

* (Debido a que los hongos siempre se encontraron en los lentes contaminados con bacterias, para el 100% sdélo se tuvo en cuenta

los contaminados con bacterias y los negativos o estériles)
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Al comparar los grupos de lentes segtn la clasifica-
ci6n de la FDA y la contaminacién microbioldgica,
se encontr6 que en el grupo 1 el 80% de los lentes
(20/25) present6 bacterias, el 8% (2/25) hongos (con-
taminacién mixta) y el 20% fue negativo (5/25). Para
el grupo 2 el 88% de los lentes (22/25) present6 bac-
terias, el 4% (1/25) hongos (contaminacion mixta) y
el 12% (3/25) no tuvo crecimiento en los cultivos.

Para el grupo 3, el 72% (18/25) presenté bacterias, el
20% (5/25) hongos (contaminacién mixta) y el 28%
(7/25) fue negativo en los cultivos. En el grupo 4, el
80% (20/25) presento bacterias, el 12% (3/25) hongos
(contaminacion mixta) y el 20% fue negativo (5/25)
(Figura 4). No hubo diferencias significativas entre
las proporciones de lentes contaminados, de cada

grupo (p<0.05).

FicurA 4. PORCENTAJE DE LENTES CONTAMINADOS CON BACTERIAS Y/U HONGOS, EN CADA GRUPO DE LENTES,
cLAsiFicApos SEGUN LA FDA (Gruro 1, 2, 3 Y 4)

100%
88%

90%
T 80w

80%

80% T

72%

70% -

60% -

[0 BACTERIAS

50% -

[JHONGOS

40% -

28% [ NEGATIVOS

30% -
20%

20% 20%

20% A
8% 12%
o) —~
10% s

12%

0% ' T T
GRUPO 1 GRUPO 2

GRUPO 3

GRUPO 4

La identificacién microscopica de las colonias obte-
nidas de los cultivos de cada lente, se realiz6 con la

coloracion de Gram, clasificandolas por morfologia y

pared, su distribucién se muestra en la Tabla 2, cabe
aclarar que en varias ocasiones, el cultivo de un mis-

mo lente, present6 mas de un tipo de colonias.

TaBLA 2. DISTRIBUCION DEL TIPO DE BACTERIAS HALLADAS EN LOS CULTIVOS DE LOS LENTES DE CONTACTO BLANDOS

USADOS EN CADA GRUPO SEGUN LA FDA

Clasificacion .. N. de lentes contaminados | N. de lentes contamina- | N. de lentes contamina-
% de contaminacion . . .

FDA bacteriana con Bacilos dos con Cocobacilos dos con Bacilos
LCB Gram negativos Gram negativos Gram positivos

Grupo 1 80 (20/25) 16 3 1

Grupo 2 88 (22/25) 17 10 0

Grupo 3 72 (18/25) 14 6 0

Grupo 4 80 (20/25) 18 4 1
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Discusion

El porcentaje de contaminacién microbiana estuvo
directamente relacionado con la cantidad de depésito
encontrado, segtn los criterios de Rudko. E1 100% de
los lentes de la categoria II y IV presenté contamina-
cion al realizar prueba microbioldgica, mientras que
s6lo en el 43% de los lentes con depésitos no visibles
con 15X de magnificacién (categoria I) fue positivo
en los cultivos. Butrus y Klotz (1990) demostraron
que la adherencia de Pseudomonas aeruginosa a la
superficie de los lentes de contacto blandos usados
es directamente proporcional a la cantidad de depé-
sitos determinados por el método de Rudko, conclu-
yendo que los depdsitos sobre los lentes de contacto
blando, son los mayores determinantes en la adhe-
sién de Pseudomona aeruginosa. Con la técnica de
microscopia electréonica y radiomarcaje, se ha deter-
minado que la bacteria se adhiere a los depésitos fo-
cales grandes (mayor de 150 um) y poca o nada a los
depbsitos pequenios (iguales o menores a 50um) ni a
las aéreas no cubiertas (Aswad y cols., 1990). El exa-
men cualitativo de Rudko, realizado en lampara de
hendidura, para clasificar los depédsitos, podria ser
muy Util, como un primer paso para valorar las con-
diciones microbiolégicas de los lentes de pacientes y

los lentes de prueba en las dpticas.

El analisis individual de la contaminacién y el tipo
de depésitos, en cada grupo de la FDA, arrojé que
aproximadamente el 50% de los lentes en los gru-
pos 1, 2 y 4 que se clasificaron en categoria I esta-
ban contaminados, s6lo en el grupo 3 este porcentaje
fue inferior (36,4 %). Ademads, en este grupo (lentes
i6nicos, de bajo contenido acuoso (<50%)), se pre-
sentd la menor frecuencia de contaminacién micro-
biana (72%), lo cual es consistente con los estudios
de adherencia in vitro, donde se reporta que los len-
tes i6nicos son los que presentan menor adherencia
bacteriana (Miller y Ahearn, 1987). Lowin-Brussel
y cols. (1991) reportaron que la hidrofobicidad se
perdia cuando el lente se usaba, por lo cual ellos no

encontraron una relacién directa entre la hidrataciéon
de los lentes y la adherencia bacteriana. En nuestro
estudio, es posible que el contenido acuoso, tampoco
haya influido en la contaminacién de los lentes, ya
que los lentes fueron usados (3-8 meses) y guardados
por 20 dias, si consideramos que después de 50 dias
de uso todos los lentes llegan a ser mas hidrofilicos
(Bruinsma y cols., 2002), la baja frecuencia de conta-
minacién en el grupo 3, tal vez fue influenciada més
por la carga i6nica de los lentes que por el grado de
humedad.

La mayor frecuencia de contaminacién (88%) se pre-
sent6 en los lentes del grupo 2 (no i6nicos, de alto
contenido acuoso >50%), acorde con lo reportado
por Dang y cols. (2003), la menor frecuencia (72%)
en el grupo 3 y en los lentes del grupo 1y 4 se hallé
una contaminacién intermedia (80%, en cada uno);
sin embargo, no hubo diferencias estadisticas al com-
parar estas proporciones (p<0.05). A este respecto,
contaminacién Vs. carga iénica —grado de humedad,
los reportes son muy contradictorios, incluso en los
estudios in vitro, en los que se controla la gran canti-
dad de variables, que pueden influir en la contami-

nacién microbiana de este tipo de lentes.

En los lentes de contacto blandos usados, los micro-
organismos mas hallados, fueron las bacterias, sien-
do los bacilos Gram negativos los mas identificados
en los cultivos. Lipener y cols. (1995) encontraron
que los contaminantes mas frecuentes, de los lentes
de contacto blando usados, eran los bacilos Gram ne-
gativos (Pseudomona aeruginosa y Proteus mirabilis).
Serratia spp, y otros miembros de la familia Entero-
bacteriacea han sido identificados como contami-
nantes de los lentes de contacto blandos y estuches
(Yung y cols 2007; Willcox y cols 1997). Las bacte-
rias Gram negativas han sido aisladas, generalmente,
de los lentes de pacientes sintoméaticos (Williams y
cols., 1997; Feys, 2004), su origen ha sido asociado
con pobres condiciones de higiene y a la formacién

de biofilms en los estuches. En este estudio no se co-
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nocio si los usuarios de los lentes tenian o no alguna
sintomatologia. Se ha reportado que Staphylococcus
contaminan principalmente los lentes de usuarios
asintomaéticos, siendo esta la bacteria Gram positiva
mas aislada de los lentes durante su uso y se sugiere
que proviene de las estructuras oculares (Willcox y
cols., 1997). Debido a que los lentes fueron almace-
nados por 20 dias, es posible que esta sea una de las
razones por las cuales no se encontraron cocos Gram
positivos. A diferencia, los bacilos Gram negativos
son microrganismos que se distribuyen ampliamen-
te en el ambiente con mayor capacidad de formar
biofilms, resistentes al uso de sistemas de desinfec-
cion. Ademas, el biofilms sobre los estuches podria
prolongar el tiempo de retencién de estas bacterias.
La contaminacion de los estuches ha sido planteada
como uno de los principales riesgos de contamina-
cién en los usuarios de lentes de contacto (Bharathi
y cols., 2007; McLaughlin y cols., 1998; Midelfart y
cols., 1996).

El porcentaje de los lentes contaminados por bacte-
rias fue muy alto (88%-72%). Varios factores pueden
estar involucrados, se ha reportado que la supervi-
vencia de los microorganismos en los lentes, durante

su uso, en pacientes saludables, no es permanente,
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