Microbiota anaerdbia do saco conjuntival humano normal’
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INTRODUGAO

A microbiota da conjuntiva de olhos normais € estudada
desde o inicio do século', versando os primeiros estudos
apenas sobre a presenga de bactérias aerébias ou faculta-
tivas, sendo questionado por alguns autores a existéncia
de bactérias estritamente anaerébias no saco conjuntival
normal 7.

Cross, em 1941, sugeriu pela primeiravez, a capacidade
de bactérias anaeré6bias estarem presentes no saco conjun-
tival, ap6s avaliagdo laboratorial de 12 casos de panoftal-
mite*. Contudo, estudos posteriores negavam o isolamento
de bactérias anaerdbias a partir de "'raspados‘’ obtidos de
conjuntivas normais* & 7.

Com o aprimoramento de técnicas laboratoriais para
o isolamento e identificagdo destas bactérias’, a presenga
destes agentes como participantes da flora conjuntival nor-
mal é referida na literatura a partir da década de 70% ° 1.

Apesar desta microbiota anaerébia estar sendo exausti-
vamente estudada, os resultados obtidos e relatados na lite-
ratura mostram diversidades quanto as espécies bacterianas
e suas frequéncias® * °.

A inexisténcia de trabalhos nacionais e a escassez de
laboratérios especializados na andlise destas bactérias moti-
vou a realizagao deste trabalho, cujo objetivo foi determinar
a presenga e estabelecer a microbiota anaerébia conjuntival
em olhos de individuos normais.

MATERIAL E METODOS

Oitenta amostras provenientes de sacos conjuntivais
de quarenta voluntdrios, sem evidéncia clinica de doengas
oculares, e ou sistémicas recentes, com idade variando de
19 a 59 anos, foram submetidos a exames microbiolégicos.
Estes individuos selecionados, a partir do corpo docente
e discente da Escola Paulista de Medicina, ndo eram usudrios
de lentes de contato. Dos 40 pacientes, 29 eram do sexo
feminino e 11 do sexo masculino. As amostras foram obtidas
entre agosto e novembro de 1988.

Espécimes clinicos foram obtidos através de raspado
conjuntival de ambos os olhos, com auxilio de cotonete
alginatado estéril (Cefanete Pediatrico®), previamente ume-
decido em solugdo tampao fosfatada pré-reduzida (PRAS)®
e sem utilizagao de anestésico tépico (Fig. 1). Ap6s a coleta,
as primeiras 26 amostras obtidas foram semeadas em meio
de transporte produzido em anaerobiose, nao enriquecido,
que continha 2 ml de solugao tampao fosfato e resazurina
como indicador de oxidagao. Ap6s a semeadura, as amostras
eram imediatamente transportadas ao laboratério para o
processamento microbiolégico. Pelo fato destas 26 amostras
apresentarem resultados negativos optou-se pela utilizagao
de um meio de transporte enriquecido. Estes primeiros 13
pacientes foram entio submetidos a nova coleta. As amos-
tras obtidas destes e dos outros 27 pacientes, foram inocu-
ladas em meio semi-sélido de infuso de cérebro e coragao,

Fig. 1 — a) tubo de ensaio contendo cotonete alginatado.
b) tubo contendo o meio enriquecido para o transporte.
c) coloragao violdcea indica meio de transporte oxidado,
impossibilitando sua utilizagao.

enriquecido com vitamina K (menadiona) e hemina, pré re-
duzido, e incubadas em estuta bacterioldgica a 37°C durante
periodo de 7 dias. Foram realizadas duas leituras do cresci-
mento bacteriano. A primeira leitura ap6s 48 horas de incu-
bagao, e a segunda ao sétimo dia. O método de anaerobiose
utilizado foi a jarra Gaspak® (Fig. 2).

Fig. 2 — Jarra de anaerobiose contendo placas de cultura e sistema

gerador de anaerobiose — Gaspak®. A parede transparente da jarra

permite a avaliagdo do crescimento bacteriano sem a necessidade
da abertura da jarra para este fim.
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A partir do primo-cultivo procederam-se: bacteriosco-
pia (Gram) das col6nias representativas e consequente teste
do tipo respiratério, j4 em meios seletivos e ou enrique-
cidos, visando a identificagdo presuntiva: Agar Bacter6ides
Bile Esculina, Agar Phenyletanol, Agar Veillonella, Rogosa
S. L. Agar, Agar Bifidobacterium, Campy Bap e Agar Sangue
Vitamina K. A identificagao final foi realizada conforme pre-
conizam Holdeman e Moore>.

RESULTADOS

Das 80 amostras analisadas, 9 foram negativas (11,25%)
e 71 apresentaram crescimento bacteriano anaerébico, estri-
to ou facultativo (88,75%).

Do total de amostras, 28 (35%) manifestaram presenga
de bactérias anaerébias estritas isoladas ou em associagao
com facultativas. Destas 28 amostras, Propionibacterium gra-
nulosum foi o0 agente mais freqiiente (64,28%) entre as bacté-
rias anaerébias estritas, seguido por Bifidobacterium adoles-
centis (17,85%), Bacteréides sp (10,71%), Veillonella sp
(10,71%) e Sarcina sp (3,57%) (Tabelas 1 e 2).

Em 6 individuos (15%) foram isoladas bactérias anaer6-
bias estritas de ambos os sacos conjuntivais, com concor-
dancia da mesma espécie (P. granulosum) em 4 individuos
(10%).

Nas71amostras que apresentaram crescimento anaeré-
bio facultativo, o género encontrado foi o Staphyloceccus
sp presente em todas elas.

TABELA 1
Agentes anaerdbios estritos ou facultativos mais freqlientemente iso-
lados em 71 amostras positivas obtidas a partir de culturas de 80
casos conjuntivais normais (40 individuos)

Agente ne amostras %

Staphylococcus sp 64 (90,14)

Propionibacterium granulosum . 18 (25,35)
Bifidobacterium adolescentis . 5 (7,04)
Bacteroides sp ... 3 (4,22)
Veillonela sp 3 (4,22)
Sarcina sp 1 (1,40)

TABELA 2
Incidéncia dos microorganismos isolados a partir de culturas dos
sacos conjuntivais de 40 individuos normais (80 amostras)

AMOSTRAS SOMENTE COM BACTERIAS ANAEROBIAS ESTRITAS
Propionibacterium granulosum ..
Bifidobacterium adolescentis .
Bacteroides sp .
Sarcina sp .......

—mawn

AMOSTRAS SOMENTE COM BACTERIAS ANAEROBIAS FACULTATIVAS
StaphyloCOCCUS SP ......uviiiniiiiiiiiiiiiicii e 43

AMOSTRAS COM ASSOCIACAO DE BACTERIAS ANAEROBIAS ESTRITAS
E FACULTATIVAS
Staphylococcus sp e P. granulosum ..
Staphylococcus sp e Veillonellasp
Staphylococcus sp e Bacteroides sp .
Staphylococcus sp e Bifidobacterium adolescentis ..
Staphylococcus sp, Veillonella sp e P. granulosum ..
Staphylococcus sp, Bifidobacterium adol:

-
aaapn®

entis e P. granulosum .....

DISCUSSAO

O sucesso no isolamento de bactérias anaerd6bias estri-
tas a partir de amostras clfnicas depende de vérios fatores
que influenciam a viabilidade destes organismos, desde a
técnica de coleta, transporte répido e eficiente da amostra
para laboratério, até a pritica de subcultivo empregando
técnicas indicadas para anaerobiose® 5.

194

O uso de cotonete alginatado faz-se necessério por ser
uma fibra sintética ndo téxica as bactérias anaerdébias, ao
contrério de fibras vegetais como o algodio que podem
possuir uma pequena quantidade de lipoprotefna inibitéria,
o que reduz sua utilidade na bacteriologia. O alginato de
célcio, que foi a fibra utilizada por nés, além de nao ser
téxico as bactérias, é solivel em hexametafosfato de sédio,
tornando os organismos, que se agregam as fibras pelaagao
capilar, mais facilmente recuperdveis em cultura (Fig. 3).

Fig. 3 — A Presenga de col6nias de bactérias aderidas ao "'swab’’
alginatado. A utilizagdo de hexametafosfato de sédio facilita a recupe-
ragdo destas col6nias aderidas.

Nas primeiras 26 amostras, o uso de um meio nao enri-
quecido para transporte revelou-se inadequado para o pro-
cedimento visto que todas estas amostras foram negativas.
A substituicdo deste meio para o BHI — (PRAS)*> para o
transporte, representou uma positividade de 37,5% nestes
mesmos pacientes, considerando-se apenas a frequéncia
de bactérias anaerébias estritas encontrada.

Utilizamos a jarra de anaerobiose (Fig. 2) como método
de cultura anaerobiética, por ser a mais difundida em nosso
meio, tecnicamente simples e de baixo custo. Outros méto-
dos de cultura como as cdmaras de anaerobiose e o método
dos tubos seriados sao de manuseio dificil e bastante dispen-
diosos. Tais métodos de anaerobiose comparados a jarra
Gaspak®, nio apresentam diferengas significativas em rela-
Gdo a positividade de cultura de anaer6bios™ *.

Foram utilizados meios seletivos para cultura anaerébia
por serem extremamente (teis na recuperagao de microor-
ganismos a partir de espécimes contendo crescimento misto
de organismos anaergbios estritos e facultativos®. ROSEN-
BLATT e cols., em 1973, afirma que a utilizagao de caldo
de thioglicolato simples, em ensaios clinicos onde se pro-
cura isolar tanto bactérias anaer6bias quanto aerébias, a
partir de espécimes supostamente mistos, reduz a incidén-
cia de culturas positivas para anaerébios.

A bactéria anaerébia estrita mais comumente isolada
foi o Propionibacterium granulosum presente em 22,5% do
total de amostras. Em outros estudos® % 1° porém, o Propioni-
bacterium acnes foi 0 agente mais freqiientemente identifi-
cado. Contudo, pela grande incidéncia destes agentes na
pele, estes, podem contaminar as amostras obtidas de sacos
conjuntivais’. Nio foi isolado nenhum Propionibacteriumac-
nes de nossas amostras, e acreditamos que a coleta cuida-
dosa evitando-se o contato do cotonete com a margem pal-
pebral e a ndo inclusao de individuos portadores de blefa-
rites seborréicas ou acne em nossa amostragem possam
ter influenciado neste resultado®. Os pacientes eram ainda
orientados a evitar esfregar as pélpebras antes do exame.

MATUURA, em 1971, encontrou o P. granulosum em
apenas uma amostra das 80 estudadas por ele®. Em outro
estudo envolvendo 184 culturas de 92 olhos, seus autores
identificaram o P. granulosum em apenas uma amostra®.

Ao contrdrio do observado nos sacos conjuntivais, as
superficies mucosas de outras regiées do organismo apre-
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sentam outros microorganismos anaerébios que predomi-
nam sobre as Propionibactérias, como os Bacterdéides e Bifido-
bactérias™.

Isolamos o Bifidobacterium adolescentis em 5 amostras
(6,25%). Nenhum dos trabalhos anteriores identificou esta
bactéria a partir de espécimes obtidos de sacos conjuntivais
normais. TABBARA, em 1984, isolou este microorganismo
a partir de amostras obtidas na cérnea de individuos nor-
mais'2.

Bactérias d o género Bacterdides estiveram presentes em
3,75% do total de amostras, o mesmo acontecendo com
Veillonella sp. Este ultimo agente ndo havia sido isolado
em outros trabalhos a partir da conjuntiva de olhos normais.

Contrariando outros estudos® * °, isolamos cocos gram
positivos anaerébios em apenas uma amostra (Sarcina sp).

Na literatura, além destas bactérias identificadas por
nés, outros anaerébios estritos ja foram isolados a partir
de sacos conjuntivais normais como Peptostreptococcus sp,
Peptococcus sp, Eubacterium sp, Actinomyces sp, Clostridium
sp, Arachnia sp e Lactobacillus sp.

As variag6es encontradas na literatura (Quadro 1), sao
muitas. Segundo MATUURA?®, sexo e idade nao influencia-
riam nos resultados com o que discorda BROOK?. Dos 40
pacientes estudados por nés, 29 eram do sexo feminino
(72,5%) e apresentaram 30,03% de amostras positivas, en-
quanto queentre os 11 pacientes do sexo masculino (27,5%),
45,45% apresentaram amostras positivas, diferenga esta nao
significativa. Em relagdo a idade, no nosso estudo, foram
examinados apenas pacientes em idade adulta, nio sendo
possivel comparar este dado aos resultados obtidos por MA-
TUURA® e BROOK.

As variagées encontradas no estudo desta microbiota
anaerébia também podem sugerir que fatores geograficos,
climéticos e de saturagao de oxigénio atmosférico atuariam
nestes resultados, porém tal consideragio pode ser conjec-
tural. BACHARACH nao isolou nenhuma bactéria anaerébia
a partir de espécimes obtidos do saco conjuntival de pessoas
normais em Israel.

Além da identificagdo de outros agentes anaerébios es-
tritos nesta pesquisa, o achado de Veillonella sp em nossas
amostras, acrescenta um dado que nos leva a acreditar que
o fundo de saco conjuntival constitui-se realmente em um
microambiente anaerébio, visto que esta bactéria é extrema-
mente sensivel ao oxigénio, sendo utilizada no Laboratério
de Bactérias Anaerébias da Universidade de Sao Paulo, co-

QUADRO 1
Comparagio dos resultados obtidos por diferentes autores e paises no isolamento
de bactérias anaerdbias estritas a partir de culturas de sacos conjuntivais normais.

Porcentagem do total de culturas positivas
Japao EUA EUA Brasil
Matuura  Perkins  Mc Natt  Campos
e col. ecol. e col. e col.
ORGANISMO 1971 1975 1978* 1989
Propionibacterium acnes 62,00% 43,80% 75,40% —
Propionibacterium granulosum 1,40% — 0,50% 64,20%
Peptostreptococcus sp — 6,30% 4,90% —
Bifidobacterium adolescentis 2,50% = — 17,85%
Bacteroides sp 25,00% — — 10,71%
Veillonella sp — — — 10,71%
Sarcina sp — — — 3,57%
Clostridium sp 1,25% 1,00% = o
Eubacterium sp 1,25% 1,00% — e
Lactobacillus sp — 2,10% — —
Actinobacterium sp 1,25% — — —

* Estudo realizado com 2 coletas em épocas diferentes considerando apenas a
1! coleta para efeito comparativo.
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mo controle de seus métodos de anaerobiose (comunicagao
pessoal ao autor por dois co-autores), ENM, MAAS).

A presente pesquisa nao visa analisar se esta microbiota
anaerdbia € transitéria ou permanente, nem discutir o papel
da mesma nas infecg6es oculares. Diversos trabalhos tém,
cada vez mais, mostrado bactérias anaerébias como agen-
tes etiolégicos de diferentes infecgoes oculares® > . Con-
tudo o conhecimento desta microbiota normal deve cola-
borar para estabelecer critérios microbiol6gicos corretos
ao se determinar tais agentes como responsdveis por algu-
mas infecgées oculares.

RESUMO

Amostras obtidas a partir de 80 casos conjuntivais de 40 individuos
normais foram submetidas a exames microbiol6gicos para se deter-
minar a presenca ou auséncia de flora bacteriana aneré6bia. Das 80
culturas realizadas, 71 (88,75%) continham pelo menos uma bactéria
anaero6bia. Bactérias anaerdébias estritas foram obtidas em 35% (28/80)
das culturas. Destas, o agente mais frequente foi o Propionibacterium
granulosum presente em 64,28%. A seguir, Bifidobacterium adolescentis
em 17,85%, Bacteroides sp em 10,71%, Veillonella sp em 10,71% e
Sarcina sp em 3,57%. Nossos achados sugerem que o saco conjuntival
normal constitui-se em um microambiente anaer6bio.

SUMMARY

Specimens from the conjunctival sac of 80 healthy eyes were
cultured to determine the presence or absence of an anaerobic flora.
Of the 80 cultures performed, 71 (88,75%) contained at least one
anaerobic microorganism. Obllgate anaerobes were recovered from
35% (28/80) of the cultures. Pr terivm gr, was the
predominant obligate anaerobe encountered, present in 64,28%
(18/28). Bifidobacterium adolescentis was present in 17,85%, Bacteroi-
des sp in 10,71%, Veillonella sp in 10,71% and Sarcina sp 3,57%. Our
findings suggest that the normal conjunctival sac is an anaerobic
microenvironment.
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