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RESUMO

Objetivo: Identificar os microrganismos da conjuntiva ocular de cées
clinicamente sadios na regido de Aragatuba (SP), no verdo e no inverno.
Métodos: Foram utilizados quarenta caes, machos e fémeas, com idade
variando entre 2 e 5 anos. Apos limpeza ocular com agua tratada, foram
realizadas colheitas de material do saco conjuntival inferior com auxilio de
“swabs” estéreis, para posterior isolamento e identificacdo de bactérias
aerdbicas, anaerobicas ¢ fungos. Resultados: As bactérias de maior
ocorréncia foram o Staphylococcus aureus e o Staphylococcus B-hae-
molyticus. O fungo de maior ocorréncia foi Penicilium sp. Conclusio:
Pode-se concluir que houve variagdo da microbiota conjuntival normal em
funcdo da estagdo do ano. Dos microrganismos isolados, o unico que
apresentou diferenga estatistica significativa quanto a incidéncia sazonal foi
o Staphylococcus B-haemolyticus, que foi isolado apenas no inverno.

Descritores: Conjuntiva/microbiologia; Staphylococcusl/isolamento e purificagédo; Esta-
¢Oes do ano; Caes

INTRODUCAO

A conjuntiva atua como barreira natural a entrada de microrganismos,
sejam patogénicos ou ndo, ¢ tem a funcdo de prote¢do mecanica do bulbo
ocular. Sendo a membrana mais exposta do organismo, mantém relacdo
direta com o meio externo!¥. Pode ser comparada a um nddulo linfatico
evertido, constituindo-se em mecanismo de defesa bem desenvolvido, o
que facilita uma rapida resposta a invasao microbiana. Ainda, a atividade de
troca de células, que se da a cada 5 a 7 dias, inibe a invasdo de microrganis-
mos que ali residem™.

A populacao microbiana normal da superficie ocular interfere na inva-
sdo de microrganismos por priva-los de nutrientes, além de secretar subs-
tancias com propriedades antimicrobianas®®. A destrui¢do da flora ocular
normal por uso prolongado de antimicrobianos topicos pode resultar em
crescimento excessivo de bactérias, leveduras ou fungos, que podem tor-
nar-se patogénicos”. Estes agentes originam-se principalmente da pele e
trato respiratorio superior e sdo relativamente constantes, ndo variando
com as mudangas no contetido microbiano da atmosfera que os cercam®.

Assim como outras espécies, os caes estdo vulneraveis a sofrerem
injurias externas e, dependendo do grau e intensidade do trauma, podem
ocorrer processos inflamatorios superficiais corneanos e conjuntivais, bem
como lesdes graves a estruturas da tinica vascular e nervosa do globo
ocular®. Com a perda de continuidade do epitélio, bactérias e/ou fungos
podem se instalar de forma oportunista, colonizando e infectando o estroma
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corneano'?, Virios estudos independentes da microbiota
ocular em caes clinicamente normais, realizados em diferentes
partes do mundo, apresentam resultados similares entre si,
sendo que as bactérias Gram positivas sdo as que mais ocor-
rem®. No entanto, ha que se considerar que ndo se trata de
matéria que dispensa novas e originais investigacdes, princi-
palmente porque a mesma pode variar em funcao da sazonali-
dade e regido geografica.

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo identificar os
microrganismos da conjuntiva ocular de cédes clinicamente
sadios na regido de Aracatuba (SP), no verdo e no inverno.

METODOS

Foram utilizados 40 cdes (26 machos e 14 fémeas), com ou
sem raca definida, com idade entre 2 ¢ 5 anos, oriundos do
atendimento médico-hospitalar do Hospital Veterinario “Luiz
Quintiliano de Oliveira” do Curso de Medicina Veterinaria -
FOA - UNESP - Campus de Aragatuba (SP), durante o ano de
2000. Previamente a colheita, os caes foram avaliados por meio
de exame fisico, para exclusdo de alteracdes sist€émicas con-
correntes com a execugdo da proposta, e submetidos a exame
oftalmoldgico de rotina. Quanto a este tltimo, os olhos foram
avaliados com auxilio de biomicroscopia em busca de altera-
¢oes oculares, principalmente as de cunho infeccioso.

Foram constituidos 2 grupos experimentais (n=40), sendo
cada um deles subdividido em 2 subgrupos (n=20), a saber:

- GRUPO I: constituido de 20 caes, com colheitas progra-

madas durante o verdo.

- GRUPO II: constituido de 20 cées, com colheitas progra-

madas durante o inverno.

Apos contencdo adequada do animal e limpeza das palpe-
bras do olho direito com algodao e dgua filtrada, foram colhi-
das amostras com auxilio de “swabs” (Bac-Swab — DME) de
algodao hidroéfilo estéril. Os mesmos foram pressionados dire-
ta e levemente no saco conjuntival inferior, através de movi-
mentos rotatorios, tomando-se o cuidado para que ndo entras-
sem em contato com o tarso palpebral e palpebras. As colhei-
tas em cada animal foram realizadas a partir de trés “swabs”,
com a finalidade de se isolar bactérias aerobicas, bactérias
anaerdbicas e fungos.

Para o isolamento de bactérias aerdbicas, os “swabs” fo-
ram introduzidos em tubos contendo 5,0 ml de “Brain Heart
Infusion Broth” (BHI), como pré-cultivo, e incubados a 37°C
por 18 horas. Em seguida, as culturas foram repicadas em
placas de Petri contendo Agar Sangue ¢ MacConkey, e incu-
badas a 37°C por 24 horas.

Ap6s o crescimento das coldnias nos diferentes meios, elas
foram submetidas a testes bioquimicos para a identificagao!"12.

Posteriormente a identificag@o primaria das bactérias, ob-
servou-se tamanho, morfologia e caracteristicas individuais
de cada coldnia bacteriana, através dos seguintes procedi-
mentos: método de Gram, crescimento em agar MacConkey,
teste da catalase, teste da oxidase, teste de motilidade e teste
de oxidagdo-fermentagdoV.

Arq Bras Oftalmol 2002;65:323-6

Apo6s a identificacdo da bactéria quanto ao seu género,
foram realizados testes bioquimicos para a identificacdo da
sua espécie. Para tal empregou-se os seguintes testes: produ-
¢do de 4cido sulfurico, citrato de Simons, coagulase, glicose-
gas, hemdlise, indol, uréia, lisina, LTD (lactose-trealose-dex-
trose), manitol salt 4gar, motilidade e sensibilidade a polimixi-
na novobiocina. Para identificagdo das colonias sem cresci-
mento em meio MacConkey, utilizou-se o meio Hugay.

Para o isolamento de microrganismos anaerdbicos, os
“swabs” foram semeados em placas de Petri contendo Agar
Sangue e incubados a 37°C em jarra de anaerobiose, durante
24 a 48 horas. Das coldnias que cresceram, foram preparadas
laminas com posterior coloragcdo pelo método de Gram. Tais
coldnias também foram submetidas a testes bioquimicos!V.

Quanto a anélise das coldnias isoladas, utilizou-se os mes-
mos testes realizados para bactérias aerdbicas na identifica-
¢do primdria e do género.

Para o isolamento de fungos, os “swabs” foram semeados
em tubos contendo Agar Sabouraud. Uma classificagdo inicial
foi dada pela analise morfoldgica das coldnias, separando-as
segundo apresenta¢do de hifas, parte germinativa e conidios.
Foram entdo, confeccionadas laminas a partir das coldnias,
que foram coradas por métodos especificos conforme técnicas
preconizadas por Carter (1988).

Para o exame microscopico direto do fungo, utilizou-se
métodos de coloracao, tais como: azul algodao, Gram, azul de
metileno, PAS (Periodic Acid-Schiff), Giemsa e impregnacao
por sais de prata.

Apo6s 4 semanas sem qualquer traco de crescimento fungi-
co, os tubos foram descartados como “negativos”. Algumas
colonias puras necessitaram de repiques em placa de Petri
contendo agar Sabouraud acrescido de antibidtico (estrepto-
micina 1% e penicilina G potéssica 0,5%) para um melhor
crescimento e, entdo, correta identificagao.

No que se refere a andlise estatistica, foi empregado o
Teste Exato de Fisher com nivel de significancia de 5%, para
verificar a associagdo entre respostas (presenca ou auséncia
do microrganismo) e estacdes do ano (inverno e verao).

RESULTADOS

A microbiota conjuntival de cées no verdo e no inverno,
nas condic¢des aqui descritas constituiu-se de bactérias gram-
positivas e bactérias gram-negativas como: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus epi-
dermidis, Bacillus sp, Proteus mirabilis e Enterobacter cloa-
cae, conforme ilustra a Tabela 1. Quanto a sazonalidade pode-
se observar diferenca estatistica apenas quanto ao agente
Staphylococcus B-haemolyticus, que foi isolado apenas no
inverno.

No que se refere aos fungos isolados, encontraram-se agen-
tes comuns a microbiota da de estruturas anatdomicas ex-
postas, como: Penicillium sp, Fusarium sp, Dermatium sp.,
Cladosporium sp e Curvularia sp. Foram isolados ainda,
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Tabela 1. Freqiiéncia de bactérias aerobicas e anaerdbicas iso-

ladas da conjuntiva ocular de 20 caes clinicamente sadios no

verdo, e 20 caes clinicamente sadios no inverno, da regido de

Aracatuba (SP) oriundos do atendimento do hospital veterinario
“Luiz Quintiliano de Oliveira” - UNESP - Aragatuba

Bactérias Inverno Verao
n % n %
Staphylococcus aureus 19 950 20 100,0

Staphylococcus p-haemolyticus * 6 30,0 0 0,0
Bacillus sp 2 10,0 1 50
Enterobacter cloacae 2 10,0 1 5,0
Staphylococcus epidermidis 0 0,0 2 10,0
Staphylococcus intermedius 0 0,0 2 10,0
Proteus mirabilis 0 0,0 1 5,0

Staphylococcus hemolitico coagulase + 0 0,0 1 5,0

* associagao significativa entre presenga ou ndo do microrganismo e estagéo
do ano, p<0,05

Chrisosporum sp, Mucor sp, Pullularia sp, Trichophyton
verrucosum, no inverno e Penicillium sp e Dermatium sp, no
verdo, conforme descrito na Tabela 2.

DISCUSSAO

Poucos sdo os estudos referentes a microbiota conjuntival
dos olhos normais de cies na literatura®!*'9, No entanto, as
afeccdes oculares com participagcdo de microrganismos poten-
cialmente patogénicos nesta espécie sdo freqiientes.

A microbiota conjuntival mantém-se estavel em animais
clinicamente sadios, isentos de afec¢des oculares ou sistémi-
cas. Com isto, conhecé-la em todas as espécies ¢ necessario,
principalmente na vigéncia de infec¢des oculares refratarias a
tratamentos. A destruigdo desta microbiota normal por uso
prolongado de antimicrobianos topicos pode resultar em cres-
cimento excessivo de bactérias e/ou fungos”.

A microbiota ocular de eqiiinos pode variar em fungdo da
sazonalidade e regido geografica, tendo ja sido demonstrado que
alguns agentes prevalecem no inverno e outros no verdo®'. De
modo geral, o mesmo fora observado nesta investigacao (Ta-
belas 1 e 2). No entanto, segundo Costa et al. (1989)!%, esta
variagdo deve-se ainda ao método de colheita, de cultivo, tipo
de “swab” e fase reprodutiva dos animais. Ndo se objetivou
aqui isolar os agentes da conjuntiva ocular de caes sadios
considerando-se estes aspectos, e sim determind-los em uma
amostra de animais de determinada regido em diferentes esta-
¢oes do ano, a exemplo do que fora reportado na literatura
consultada® 1319,

A microbiota conjuntival de cdes no verdo e no inverno,
nas condi¢des aqui descritas constituiu-se de bactérias gram-
positivas e bactérias gram-negativas como: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus epi-
dermidis, Bacillus sp, Proteus mirabilis e Enterobacter
cloacae™'®. Resultados semelhantes foram obtidos em estu-
dos da microbiota ocular de outras espécies®1%1217-18),

As bactérias do género Staphylococcus spp e Strepto-
coccus spp foram isoladas na conjuntiva ocular normal de
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gatos®!®). As mesmas também foram identificadas nesta expe-
rimentacao, o que corrobora com resultados obtidos na identi-
fica¢do da microbiota ocular de eqiiinos'?, e com o isolamen-
to destes agentes obtidos de amostras de abscessos estro-
mais secundérios a traumas nesta mesma espécie!%18-2D,

O Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius €
o Staphylococcus epidermidis sdo agentes saprofitas da flora
da pele de cées. Tais bactérias foram encontradas nos olhos
da maioria dos caes utilizados nesta avaliagao.

Dos agentes isolados no verdo e no inverno pode-se ob-
servar diferenca estatistica apenas quanto ao agente Staphy-
lococcus B-haemolyticus, que foi isolado apenas no inverno.
Provavelmente, tal bactéria seja constituinte da microbiota
conjuntival de cdes que foram estudados em outras regides;
no entanto, a identificacdo das mesmas deu-se apenas quanto
ao género*V, fato este, que ndo ocorreu nesta experimenta-
¢do, onde também se determinou a espécie dos agentes bacte-
rianos isolados. Em eqiiinos, a microbiota ocular externa pode
variar em fun¢do da estagdo do ano, sendo que o Staphylo-
coccus spp e Corynebacterium spp prevalecem no inverno e,
Staphylococcus spp e Bacillus spp no verdo®.

No que se refere aos fungos isolados, encontraram-se
agentes comuns a microbiota da de estruturas anatémicas
expostas, como: Penicillium sp, Fusarium sp, Dermatium sp,
que sdo agentes esperados no isolamento na conjuntiva ocu-
lar normal de cées, em fung¢do do contato direto do ar com esta
estrutura anatémica’">. Outros fungos de ocorréncia menor,
mas com citagdes na microbiota conjuntival de eqiiinos, em

Tabela 2. Freqiiéncia de fungos isolados da conjuntiva ocular de

20 caes clinicamente sadios no verdo, e de 20 cdes clinicamente

sadios no inverno, da regido de Aracatuba (SP) oriundos do

atendimento do hospital veterinario “Luiz Quintiliano de Oliveira”
- UNESP - Aragatuba, no inverno e verao

Fungos Inverno Verao
n % n %
Chrisosporum sp 2 10,0 0 0,0
Mucor sp 2 10,0 0 0,0
Pullularia sp 2 10,0 0 0,0
Trichophyton verrucosum 2 10,0 0 0,0
Dermatium sp 1 5,0 2 10,0
Fusarium sp 1 5,0 2 10,0
Hormodendrum sp 1 5,0 0 0,0
Mycelia sterilia 1 5,0 1 5,0
Rhisopus sp 1 5,0 0 0,0
Penicillium sp 0 0,0 4 20,0
Aspergillus sp 0 0,0 2 10,0
Cladosporidium sp 0 0,0 2 10,0
Aerobasiclium sp 0 0,0 1 5,0
Curvularia sp 0 0,0 1 5,0
Dermaciacea sp 0 0,0 1 5,0
Grothichum sp 0 0,0 1 5,0
Trichoderma sp 0 0,0 1 5,0

Trichosporum sp 0 0,0 1 5,0
(Massociagdes nao significativas entre presenca ou ndo dos microrganismos
e estagéo do ano p>0,05
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condi¢des semelhantes com as daqui adotadas!®, foram tam-
bém isolados nesta investigacdo. Quanto a estes, podemos
citar: Cladosporium sp e Curvularia sp que apresentaram
uma freqiiéncia maior do que a observada em outros estudos;
apesar de serem tipicamente saproéfitas, podem assumir pato-
genicidade em condigdes traumaticas oculares!?.

Embora a freqiiéncia de ceratites micdticas seja maior em
eqiliinos do que em caes e gatos, espécies de Aspergillus spp,
Candida spp, Penicillium spp e Clasdosporium spp t€m sido
isoladas da conjuntiva de caes e gatos, sendo as duas primei-
ras as mais freqiientes em ceratites fungicas">. No trabalho
ora descrito, tais agentes foram encontrados em olhos clinica-
mente sadios.

Foram ainda isolados Chrisosporum sp, Mucor sp, Pullu-
laria sp, Trichophyton verrucosum, no inverno e Penicillium
sp, Dermatium sp, no verdo, agentes ainda ndo descritos em
outros estudos'*'9, Tal fato pode estar relacionado com as
altas temperaturas que sdo registradas na regido de Aracatuba
(mesmo no inverno), que podem favorecer o crescimento des-
tes agentes. Quanto a ocorréncia dos fungos, ndo foi observa-
da diferenca estatistica nas esta¢des do ano estudadas (Tabe-
la 2). Vale ressaltar ainda, que o fato de umedecer a regido
periocular com agua filtrada no ato de limpeza dos olhos como
fora descrito, é possivel que tenha ocorrido a transferéncia de
conidios da margem palpebral para o fundo de saco e que os
agentes isolados pertengam flora da pele, e ndo da conjuntiva
ocular, embora Samuelsom et al. (1984) e Costa et al. (1989),
nao tivessem aventado tal possibilidade utilizando o mesmo
procedimento de colheital314,

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e com as condigdes aqui
adotadas, pode-se concluir que:

1. Das bactérias isoladas neste estudo houve predominan-
cia de: Staphylococcus aureus, Staphylococcus inter-
medius, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus
B-haemolyticus;

2. Dos fungos isolados neste estudo, os mais freqilientes
no verdo foram: Penicilium sp, Dermatium sp, Fusarium
sp, Aspergillus sp e Cladosporidium sp;

3. No inverno, houve predominancia dos fungos Chrisos-
porum sp, Mucor sp, Pullularia sp e Trichophyton ver-
rucosum;

4. Dos microrganismos isolados, o Unico que apresentou
diferenca estatistica significante quanto a incidéncia sa-
zonal (inverno e verdo) foi o Sthaphylococcus B-haemo-
Iyticus.
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ABSTRACT

Purpose: To identify the microorganisms of the ocular conjunc-
tiva in healthy dogs in Aragatuba (SP) city, in summer and
winter. Methods: Forty dogs, male and female, age ranging from
2 to 5 years were used. After ocular wash, samples were
collected from the inferior conjunctival sac in order to isolate
and identify anaerobic, aerobic bacteria and fungi. Results:
Staphylococcus aureus and Sthaphylococcus B-haemolyticus
and Penicilium sp. were the most frequently observed microor-
ganisms. Conclusion: There was ocular conjunctiva microbiota
variation between the studied seasons. Staphylococcus -
haemolyticus was observed only during the winter.

Keywords: Conjunctiva/microbiology; Staphylococcus/isola-
tion & purification; Seasons; Dogs
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