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INTRODUÇÃO

Corantes vitais são substâncias tintoriais utilizadas para corar tecidos
vivos. Podem ser usados em oftalmologia com diversas finalidades, como
exemplo os corantes rosa bengala ou fluoresceína utilizados na avaliação
da superfície ocular, o azul de tripano (AT), tetrazol, indocianina verde e
acridina laranja empregados na avaliação da viabilidade endotelial. Azul de
metileno, AT e indocianina verde são corantes usados para tingir a cápsula
anterior do cristalino e este último também pode ser utilizado para distinguir
a membrana limitante interna da retina durante o ato operatório(1-3).

Risco de contaminação do corante azul de tripano após
primeira utilização

Descritores: Azul tripano/análise; Azul tripano/toxicidade; Aspergillus niger/isolamento
& purificação; Coloração e rotulagem; Tinturas; Catarata; Contaminação de medicamentos

RESUMO

Objetivos: Determinar o potencial risco de contaminação do frasco de
azul de tripano (AT) depois de utilizado pela primeira vez e estocado em
diferentes condições de temperatura e umidade, assim como identificar
os possíveis fatores de contaminação, microrganismos mais freqüente-
mente envolvidos e simultaneamente avaliar as propriedades bacterios-
táticas e bactericidas do corante. Métodos: Realizado estudo experimen-
tal, prospectivo, em que 30 frascos de AT foram divididos em três grupos
(A: controle, B: armazenamento em geladeira e C: armazenamento em
armário). O corante era aspirado e semeado em placas de ágar sangue e
tubo de ágar Sabouraud. No grupo A o AT foi semeado apenas logo após
a abertura dos frascos (tempo zero - T0), nos grupos B e C ocorreu
semeadura nos T0, T1 (1 dia), T2 (2 dias), T7 (7 dias) e T10 (10 dias) após
abertura dos frascos. No 10º dia os frascos dos grupos B e C também
foram submetidos a um raspado do lado interno do frasco após abertura.
Concomitantemente foi realizado teste de ação inibitória do corante AT
para estudo da atividade bacteriostática e bactericida. Resultados: As
semeaduras realizadas no T0 não apresentaram contaminação. Entre os
T1 e T10 mais o raspado houve apenas 1 frasco contaminado armazenado
em geladeira. O microrganismo encontrado foi o Aspergillus niger. Foi
comprovado que o corante não apresenta ação bactericida e bacteriostática
para as bactérias testadas. Conclusões: Nas condições do estudo não
houve contaminação dos frascos armazenados em armário e 1 frasco
(10%) armazenado em geladeira apresentou contaminação após abertura
e uso inicial. A fonte de contaminação talvez seja o lado externo do
produto. O AT não apresenta propriedades bactericidas e bacteriostáticas
para as bactérias testadas e na concentração utilizada.
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O AT é um corante vital, composto do sal de fórmula bruta:
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de cor cinza azulado, solúvel em água e insolúvel em álcool.
Foi inicialmente utilizado na prática oftalmológica, na concen-
tração de 0,25%, para identificação de danos nas células endo-
teliais, para assegurar a qualidade dos botões de córnea para
ceratoplastia. As células endoteliais normais (viáveis) não são
coradas, porém as células danificadas, cuja membrana é per-
meável ao corante, apresentam seu núcleo corado após 1 a 2
minutos do contato com o AT seguido da lavagem com solu-
ção salina balanceada(1,4).

Com o advento da facoemulsificação e a introdução da
capsulotomia curvilínea contínua (CCC) por Gimbel em 1990, o
AT passou a ter fundamental utilidade na coloração da cápsu-
la anterior do cristalino em diferentes situações(5).

As principais indicações da utilização do AT na cirurgia da
extração da catarata são: dificuldade na identificação da cáp-
sula anterior do cristalino (catarata hipermadura), opacidades
corneais (distrofias e degenerações corneais), treinamento de
cirurgiões principiantes, catarata infantil (cápsula anterior
muito elástica) e casos de dificuldade da identificação do
“flap” capsular durante a CCC(6-10).

Outra possível utilidade do AT é a coloração intra-estro-
mal corneal para facilitar a realização da ceratoplastia lamelar
profunda(11).

As complicações associadas à utilização do AT são: tingi-
mento de lentes intra-oculares, coloração inadvertida do hu-
mor vítreo, toxicidade ao endotélio corneal em altas concentra-
ções e quando exposto por longo período e potencial carcino-
gênico(12-15).

Baseado nesta suposição, Yetik et al., determinaram, me-
diante um estudo, que a concentração de 0,0125% do corante
(três diluições a partir da concentração usada inicialmente de
0,1%) era capaz de corar satisfatoriamente a cápsula anterior
do cristalino e conseqüentemente diminuir o suposto poten-
cial carcinogênico(15).

Atualmente, o corante AT está disponível comercialmente
em nosso meio em frascos contendo 1,0 cc. A injeção de apenas
0,1 cc do corante na câmara anterior é suficiente para corar
satisfatoriamente a cápsula anterior do cristalino(16-17). Como o
fabricante sugere ser o produto de uso único, cerca de 90% do
produto é desprezado com o descarte do frasco após a primeira
utilização (quantidade suficiente para mais nove injeções).

Com base nessas informações, este estudo teve como obje-
tivo determinar o potencial risco de contaminação do frasco de
azul de tripano depois de utilizado pela primeira vez e estocado
em diferentes condições de temperatura e umidade, assim como
identificar os possíveis fatores de contaminação, microrganis-
mos mais freqüentemente envolvidos e simultaneamente avaliar
as propriedades bacteriostáticas e bactericidas do corante.

MÉTODOS

Foi realizado estudo experimental, prospectivo, nos Depar-
tamentos de Microbiologia e de Oftalmologia da Santa Casa de

Misericórdia de São Paulo, no período de maio a setembro de
2004.

Foram utilizados 30 frascos do corante AT (azul de tripa-
no®, Ophthalmos Ind. e Com. de Produtos Farmacêuticos
Ltda., São Paulo, Brasil, lote 060406), cedidos gratuitamente
pelo fabricante e que tiveram seu uso aprovado para utilização
através de um boletim de análise do produto realizado pelo
programa de fármaco-vigilância da empresa.

Foram compostos três grupos contendo 10 frascos esté-
reis cada um:

A) Grupo controle.
B) Grupo em que o armazenamento do frasco após primeira

utilização foi feito na geladeira do centro cirúrgico do
Departamento de Oftalmologia da Santa Casa de São
Paulo (temperatura de + 4°C).

C) Grupo em que o armazenamento do frasco após primeira
utilização foi feito no armário do vestiário do centro
cirúrgico do Departamento de Oftalmologia da Santa
Casa de São Paulo, com temperatura média de 20,66±
1,15°C, variando entre 18,50 e 23°C, e umidade relativa de
63±1,67%, variando entre 61 e 65%, medidas através de
termômetro e higrômetro respectivamente. (Barigo®, Ba-
rometerfabrik, Villingen-Schwenningen, Alemanha).

O processo de semeadura foi realizado em condições de
esterilidade, seguindo normas padronizadas, no Laboratório
de Controle de Qualidade da empresa Probac® do Brasil Produ-
tos Bacteriológicos Ltda., incluindo capela de fluxo laminar,
utilização de avental e luvas estéreis pelos pesquisadores,
além de máscaras e gorros apropriados.

Os frascos estéreis foram retirados do invólucro plástico,
o lacre da tampa quebrado e 0,2 cc da solução aspirada através
de uma seringa de insulina que transfixava a tampa de borra-
cha do frasco, sendo o material colhido semeado em placas de
ágar sangue e tubos de ágar Sabouraud.

No grupo A, o corante foi semeado apenas logo após a
abertura dos frascos no tempo zero (T0); nos grupos B e C, foi
semeado nos tempos: zero (T0), 1 dia (T1), 2 dias (T2), 7 dias
(T7) e 10 dias (T10) após a abertura dos frascos. A partir do T1
foi utilizada gaze estéril e álcool a 70% para esterilização da
tampa do frasco antes de nova coleta do corante.

No décimo dia os frascos dos grupos B e C foram submeti-
dos, além da semeadura do corante, a um raspado do lado
interno da parede do frasco logo após a sua abertura.

As placas de ágar sangue, após a semeadura do material,
foram armazenadas na estufa à temperatura de 35±2°C do
laboratório de Microbiologia do Serviço de Controle de Infec-
ção Hospitalar da Santa Casa de São Paulo. Os tubos de ágar
Sabouraud foram armazenados à temperatura ambiente (25±
2°C) do laboratório.

Os meios de cultura foram examinados diariamente, por dois
dias para ágar sangue e três semanas para ágar Sabouraud.

Além disso, foi realizado teste de ação inibitória do corante
AT para estudo da atividade bacteriostática e bactericida.
Foram selecionadas cepas padrões da coleção de cepas tipo
americana (ATCC) de Pseudomonas aeruginosa (ATCC
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27853), Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e semeadas em ágar Müeller Hinton. Em
cada placa semeada com as cepas, foram adicionados três
discos estéreis (blank) embebidos com o corante AT (Figura
1). As placas foram armazenadas na estufa do laboratório de
Microbiologia e avaliadas após 24 horas.

Este estudo foi avaliado pelo Comitê de Ética da Santa
Casa de São Paulo, que autorizou sua realização.

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

RESULTADOS

As 30 primeiras amostras do corante colhidas no T0 (10 de
cada grupo) não apresentaram contaminação.

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

O frasco contaminado estava armazenado na geladeira e a
contaminação ocorreu no T1 do estudo. O agente encontrado
foi o fungo Aspergillus niger.

Em relação ao teste de ação inibitória, após 24 horas de
inoculação das cepas, foi observado que o corante não apre-
sentou ação bactericida e bacteriostática para as bactérias
testadas.

DISCUSSÃO

Na transição da técnica da cirurgia de catarata, da facecto-
mia extracapsular para a facoemulsificação, diversas vanta-
gens foram adquiridas como redução do tempo cirúrgico,
anestesia tópica, recuperação ocular mais rápida com diminui-
ção do processo inflamatório, alta precoce, entre outras. Po-

rém, uma desvantagem importante da nova técnica foi o
aumento do custo do procedimento(18).

Apesar das indústrias oftalmológicas, tanto na área farma-
cológica como na área cirúrgica, alertarem os médicos em
relação à esterilidade de seus produtos e o modo adequado de
utilização, diversos materiais de uso único cirúrgico, assim
como fármacos, são reutilizados, com o objetivo de reduzir os
custos dos procedimentos(19-21).

Na facoemulsificação os principais materiais e substâncias
reutilizadas de forma inadequada são: caneta do facoemulsifi-
cador, ponteira da caneta, luva de silicone da ponteira, man-
gueiras de infusão e/ou aspiração, assim como solução salina
balanceada e eventualmente o corante azul de tripano(21-22).

A reutilização inadvertida desses materiais propicia even-
tual contaminação por microrganismos, podendo aumentar o
risco de infecções intra-oculares (endoftalmite) e a conse-
qüente perda da visão(19,22). Nestes casos, os agentes de con-
taminação ambiental mais freqüentes são o Staphylococcus
sp, Bacilos Gram positivos esporulados, Pseudomonas aeru-
ginosa e fungos(23).

No presente estudo, quando o AT foi utilizado como reco-
mendado pelo fabricante, ou seja, uso único, não houve con-
taminação da amostra (30 amostras do T0).

Entre T1 e T10, das 100 amostras semeadas, ocorreu ape-
nas uma contaminação, por fungo Aspergillus niger no T1 do
frasco 9 armazenado em geladeira. No entanto, o mesmo frasco
não apresentou contaminação nos períodos subseqüentes.

Este resultado sugere que, apesar da realização prévia da
assepsia com álcool 70% na tampa do frasco, a contaminação
ocorreu por provável inoculação do agente no ato da coleta
do material. Os álcoois desnaturam proteínas e dissolvem
lipídios, podendo lesar a membrana celular de diversos agen-
tes patogênicos. Apresentam ação sobre bactérias e vírus,
agindo com menor intensidade sobre os fungos(24).

Além disso, os fungos do gênero Aspergillus têm ampla
distribuição geográfica, sendo contaminantes comuns em la-
boratórios e hospitais(25).

O fato das amostras subseqüentes colhidas do frasco con-
taminado não apresentarem o mesmo agente pode ser explica-
do através de duas hipóteses:

1) O AT apresenta ação fungistática e fungicida. Para con-
firmar tal fato, seria necessário realizar teste de ação ini-
bitória do corante com cepas do fungo Aspergillus niger.

2) O AT não favoreceu a multiplicação do Aspergillus, ou
seja, o corante não é meio de cultura ideal para a multi-
plicação fúngica e/ou a temperatura de + 4°C da gela-
deira não é adequada para a multiplicação do agente.

Kawgakami et al., realizaram estudo em que cepas de Sta-
phylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa foram inocu-
ladas em frascos de fluoresceína. Após uma hora da inocula-
ção, as culturas do colírio confirmaram a contaminação, porém
observou-se que as culturas tornavam-se negativas com o
decorrer do tempo. Esses resultados demonstram que mesmo
após inoculação de bactérias em solução, com o passar do

Figura 1. Placa de ágar Müeller Hinton semeada com cepas padrões
e discos estéreis embebidos com azul de tripano. Fonte: Departamento

de Microbiologia da Santa Casa de São Paulo, 2004
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tempo os microrganismos não sobrevivem, pois provavelmen-
te o meio em questão não era propicio para a multiplicação
bacteriana(26).

Sugerimos testes semelhantes aos realizados por Kawaka-
mi, em diferentes temperaturas, com a utilização de cepas de
fungos para confirmar a segunda hipótese.

Por outro lado, a ausência de contaminação bacteriana
pode ser explicada através de três hipóteses:

1) Eficácia do álcool 70% durante assepsia. A assepsia
com álcool 70% talvez tenha importante papel, evitando
que o corante seja contaminado. Como comentado
anteriormente, os álcoois apresentam ação sobre bacté-
rias e vírus, lesando sua membrana celular(24).

2) Ação bactericida e bacteriostática do AT. O teste de
ação inibitória realizada com as cepas de Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus
demonstraram que o AT na concentração de 0,1% não
apresenta ação bactericida e bacteriostática.

3) O AT não é meio de cultura propicio para a multiplica-
ção bacteriana. Novamente sugerimos testes semelhan-
tes aos realizados por Kawakami, com a utilização de
cepas de bactérias para confirmar esta hipótese(26).

Um dos objetivos do presente estudo foi o de verificar a
possibilidade de contaminação de frascos de AT quando re-
utilizados, e não o de sugerir ou não nova utilização do coran-
te após o primeiro uso. Isto significa que, embora apenas uma
amostra dentre todas estudadas tenha apresentado contami-
nação, este resultado não deve servir de suporte para indicar a
re-utilização do AT em seres humanos. Até que novos traba-
lhos sejam realizados, utilizando amostras maiores dos grupos
estudados, sugerimos que as orientações do fabricante sejam
seguidas e o produto não seja reaproveitado.

A endoftalmite fúngica causada pelo Aspergillus sp tem
sido descrita na literatura nacional, demonstrando prognósti-
co reservado, difícil tratamento e muitas vezes conseqüências
devastadoras(27-29).

O presente estudo demonstrou que existe risco de conta-
minação do corante após abertura e que a prática de fracionar
a utilização do corante pode colocar em risco o olho dos
pacientes.

Sugerimos como alternativa para a otimização dos custos
da cirurgia em relação ao AT a comercialização do frasco
contendo quantidade reduzida do corante, já que, em média,
apenas 10% do frasco é utilizado.

CONCLUSÕES

1) Nas condições do estudo, não houve contaminação dos
frascos armazenados em armário após abertura e uso inicial.

2) Nas condições do estudo, 1 frasco (10%) armazenado em
geladeira apresentou contaminação após abertura e uso
inicial.

3) A fonte de contaminação talvez seja o lado externo da
tampa do frasco.

4) O AT não apresenta propriedades bactericidas e bacte-
riostáticas para as bactérias testadas, na concentração
utilizada.

ABSTRACT

Purpose: To determine the 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
as to 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 bottles were 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 – T0), in groups B
and C cultivation occurred in T0, T1 (1 day), T2 (2 days), T7 (7
days) and T10 (10 days) after the opening of the bottles. On
the 10th 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 T0 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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