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INTRODUÇÃO 

A m icrobiota da conju ntiva de olhos normais é estudada 
desde o início do século' ,  versando os pr imeiros estudos 
apenas sobre a presença de bactérias aeróbias ou facu Ita
tivas, sendo questionado por algu n s  autores a existência 
de bactérias estritamente anae róbias no saco conju ntival 
normal*'- 7 .  

Cross, e m  1 941 , sugeri u pela pr imeira vez , a capacidade 
de bactérias anaeróbias estarem presentes no saco conjun
tival , após aval iação laboratorial de 1 2  casos de panoftal
mite' .  Contudo, estudos posteriores negavam o isolamento 
de bactérias anaeróbias a parti r de "raspados" obtidos de 
conju ntivas normais'. '. 7 . 

Com o aprimoramento de técn icas laboratoriais para 
o Isolamento e identificação destas bactérias' ,  a presença 
destes agentes como participantes da flora conjunt ival nor
mal é referida na l iteratu ra a part i r  da década de 7(1'. ' . 10 .  

Apesar desta microbiota anaeróbia estar sendo exausti
vamente estudada, os resu ltados obtidos e relatados na l ite
ratu ra mostram d iversidades quanto às espécies bacterianas 
e s uas freqüências'" '. 10 . 

A i nexistência de t rabalhos nacionais e a escassez de 
laboratórios especial izados na anál ise destas bactérias m oti
\'OU a real ização deste trabalho, cujo objetivo foi determinar 
a p resença e estabelecer a microbiota anaeróbia conjuntival 
em olhos de indivíd uos normais .  

MATERIAL E MÉTODOS 

Oitenta amostras provenientes de sacos conju ntivais 
de quarenta vol untários, sem evidência c I (n i ca de doenças 
ocu lares, e ou sistêmicas recentes, com i dade variando de 
19  a 59 anos, foram submetidos a exames microbiológicos. 
Estes indivfd uos selecionados, a part i r  do corpo docente 
e d iscente da Escola  Pau l i sta de Medicina,  não e ram usuários 
de l entes de cantata. Dos 40 pacientes, 29 eram do sexo 
fem in ino e 11 do sexo mascu l ino.  As amostras foram obtidas 
entre agosto e novembro de 1 988. 

Espéci mes clfnicos foram obtidos através de raspado 
conju ntival de ambos os olhos,  com auxfl io de cotonete 
alginatado estér i l  (Cefanete Pediátrico" ) ,  previamente u m e
decido em solução tam pão fosfatada pré-red uzida (PRAS)' 
e sem uti l ização de anestésico tópico (Fig. 1 ) .  Após a coleta, 
as pr imeiras 26 amostras obtidas foram semeadas em meio 
de transporte produzido em anaerobiose, não en riquecido, 
que continha 2 m i  de solução tampão fosfato e resazur ina 
como indicador de oxidação. Após a semeadu ra,  as amostras 
eram imediatamente transportadas ao laboratório para o 
processamento microbiológico. Pelo fato destas 26 amostras 
apresentarem resu ltados negativos optou-se pela ut i l ização 
de um meio de transporte enriquecido. Estes pr ime i ros 1 3  
pacientes foram então su bmetidos a nova coleta. A s  amos
tras obtidas destes e dos outros 27 pacientes, foram i nocu
ladas em meio sem i-sól ido de infuso de cérebro e coração, 

Fig.  1 - a) tubo de ensaio contendo cotonete alginatado. 
b) tubo contendo o meio enr iquecido para o transporte. 
c) coloração violácea ind ica meio de transporte oxidado, 

impossibi l itando sua ut i l ização. 

enriquecido com vitamina K (menadiona) e hemina, pré re
duzido, e incubadas em estula oacteriológica a 37°C d u rante 
perfodo de 7 dias . Foram real izadas d uas leitu ras do cresci
mento bacte riano. A pr imeira le itu ra após 48 horas de incu
bação, e a segunda ao sét imo dia .  O método de anaerobiose 
ut i l izado foi a jarra Gaspak" (F ig .  2) . 

Fig. 2 - Jarra de anaerobiose contendo placas de cu ltu ra e sistema 
gerador de anaerobiose - Caspak· . A parede transparente da jarra 
perm ite a aval iação do crescimento bacte riano sem a necessidade 

da abertu ra da jarra para este fim .  
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laboratório de Bactérias Anaeróbias do Departamento de Microbiologia da Un iversidade de São Pau lo. 
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A part i r  do primo-cultivo p rocederam-se : bacteriosco
pia (Gram) das colónias representativas e conseqüente teste 
do t ipo resp i ratório, já  em meios seletivos e ou en riq ue
cidos, visando a identif icação presu ntiva : Ágar Bacteróides 
Bi le Escul i na ,  Ágar Phenyletanol,  Ágar Vei l lonel la,  Rogosa 
S. L. Ágar, Ágar Bif idobacter ium,  Campy Bap e Ágar Sangue 
Vitamina K .  A identif icação final foi real izada conforme p re
con izam Holdeman e Moore' . 

RESULTADOS 

Das 80 amostras anal isadas, 9 foram negativas (1 1 ,25%)  
e 71 apresentaram cresc imento bacteriano anaeróbico, estri
to ou facu l tativo (88,75%) .  

Do total de amostras , 28 (35%)  manifestaram presença 
de bactérias anaeróbias estritas isoladas ou em associação 
com facultati vas . Destas 28 amostras, Propionibacterium gra
nulosum foi o agente mais freqüente (64,28%) entre as bacté
rias anaeróbias estritas , segu ido por Bifidobacterium adoles
centis ( 17 ,85 % ) ,  Bacteróides sp (1 0,71 % ) ,  Veillonella sp  
(1 0,71 %)  e Sarcina sp (3,57%) (Tabelas 1 e 2 ) .  

Em 6 ind ivíduos ( 15%)  foram isoladas bactérias anaeró
bias estritas de ambos os sacos conju ntivais ,  com concor
dância da mesma espécie (P. granulosum) em 4 ind ivlduos 
(10% ) .  

N a s  7 1  amostras q u e  apresentaram crescimento anaeró
bio facu ltativo, o gênero encontrado foi o Staphylococcus 
sp presente em todas elas . 

TABELA 1 
Agentes anaeróbios estritos ou facu ltativos mais freqüentemente iso
lados em 71 amostras posi tivas obtidas a parti r de cu l turas  de 80 

casos conju n tivais normais (40 indivrduos) 

Agente n� amostras 

Staphylococcus sp .. . . . .  . . . . .  . . . . .  . . .  . . . . .  64 
Propionibacterium granulosum . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18  
Bifidobacterium adolescentis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 
Bacteroides sp . . . . . . . . . . . .  0 . 0  . . . . . . . . . . .  0 . 0 . . . . . . . . . .  3 
Veillonela sp . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . .  3 
Sarcina sp . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 

TABELA 2 

% 

(90,14)  
(25,35) 

(7,04) 
(4,22) 
(4,22) 
(1 ,40) 

I ncidência dos microorganismos i solados a part i r  de cu ltu ras dos 
sacos conjuntivais de 40 indivíduos normais (80 amostras) 

AMOSTRAS SOMENTE COM BACTlRIAS ANAERÓBIAS ESTRITAS 
Propionibacterium granulosum .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 
Bifidobacterium adolescentis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 
Bacteroides sp . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 
Sarcina sp . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 

AMOSTRAS SOMENTE COM BACTlRIAS ANAERÓBIAS FACULTATIVAS 
Staphylococcus sp . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43 

AMOSTRAS COM ASSOCIAÇÃO DE BACTlRIAS ANAERÓBIAS ESTRITAS 
E FACULTATIVAS 

Staphylococcus sp e P. granulosum . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14 
Staphylococcus sp e Veillonella sp . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . • . . . . . . . . . . . . .  2 
Staphylococcus sp e Bacteroides sp . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 
Staphylococcus sp e Bifidobacterium adolescentis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 
Staphylococcus sp, Veillonella sp e P. granulosum . .  . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . .  1 
Staphylococcus sp, Bifidobacterium adolescentis e P. granulosum . . . . . 1 

DI SCUSSÃO 

O sucesso no i solamento de bactérias anaeróbias estri
tas a parti r de amostras c l ln icas depende de vários fatores 
que i nf luenciam a viabi l idade destes organ ismos, desde a 
técnica de coleta, transporte rápido e eficiente da amostra 
para laboratório, até a prática de subcu ltivo empregando 
técnicas indicadas para anaerobiose" 1 5 • 

1 94 

O uso de cotonete alginatado faz-se necessário por ser 
uma f ibra s intética não tóxica às bactérias anaeróbias, ao 
contrário de f ibras vegetais como o algodão que podem 
possu i r  uma pequena quantidade de l ipoprotelna in ibitória, 
o que reduz sua uti l idade na bacteriologia. O alginato de 
cálcio, que foi a f ibra ut i l izada por nós, além de não ser 
tóxico às bactérias, é solúvel  em hexametafosfato de sódio, 
tornando os organ ismos, que se agregam as f ibras pela ação 
capi lar, mais faci lmente recu peráveis em cultura" (Fig. 3) . 

Fig. 3 - A Presença de colônias de bactérias aderidas ao "swab" 
alginatado. A ut i l ização de h exametafosfato de sódio faci l ita a recupe

ração destas colónias aderidas . 

Nas primei ras 26 amostras, o uso de um meio não enri
quecido para transporte revelou-se inadequado para o pro
cedimento visto que todas estas amostras foram negativas. 
A su bstitu i ção deste meio para o B H I  - ( PRAS)' para o 
transporte, representou uma positividade de 37,5% nestes 
mesmos pacientes, considerando-se apenas a f reqüência 
de bactérias anaeróbias estritas encontrada. 

Uti l izamos a jarra de anaerobiose (F ig .  2) como método 
de cultura anaerobiótica, por ser a mais difundida em nosso 
meio, tecnicamente s imples e de baixo custo. Outros méto
dos de cultu ra como as câmaras de anae robiose e o método 
dos tubos seriados são de manuseio d iflc i l  e bastante d i spen
diosos. Tais  métodos de anaerobiose comparados à jarra 
Gaspak" , não apresentam d i ferenças s ignificativas em rela
ção à positividade de cu ltura de anae róbios13, 15 . 

Foram uti l izados meios seletivos para cultura anaeróbia 
por serem extremamente úteis na recuperação de m icroor
ganis  mos a part i r  de espécimes contendo cresc imento misto 
de organismos anaeróbios estritos e facultativos" . ROSEN
BLATT e col s . ,  em 1 973, afirma que a uti l ização de caldo 
de thioglicolato s imples, em ensaios c l ln icos onde se pro
cu ra isolar tanto bactérias anaeróbias quanto aeróbias, a 
partir  de espécimes supostamente m istos , reduz a incidên
cia de culturas positivas para anaeróbios. 

A bactéria anaeróbia estrita mais com u mente i solada 
foi o Propionibacterium granulosum p resente em 22,5% do 
total de amostras . Em outros estudos"· ·" o porém, o Propioni
bacterium acnes foi o agente mais freqüentemente identifi
cado.  Contudo, pela grande incidência destes agentes na 
pele, estes, podem contaminar as amostras obtidas de sacos 
conju ntivais7 •  Não foi isolado nenhum Propionibacterium ac· 
nes de nossas amostras , e acreditamos que a coleta cuida
dosa evitando-se o contato do cotonete com a margem pal
pebral e a não inclusão de indivld uos portadores de blefa
rites seborrê icas ou acne em nossa amostragem possam 
ter influenciado neste resu ltado' .  Os pacientes e ram ainda 
orientados a evitar esfregar as pálpebras antes do exame. 

MATU URA, em 1 971 , encontrou o P. granulosum em 
apenas uma amostra das 80 estudadas por ele" .  Em outro 
estudo envolvendo 184 culturas de 92 o lhos, seus autores 
identificaram o P. granulosum em apenas uma amostra' . 

Ao contrário do observado nos sacos conjuntivais, as 
superflcies m ucosas de outras regiões do o rganismo apre-
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sentam outros microorganismos anaeróbios que predomi
nam sobre as Propionibactérias, como os Bacteróides e Bifido
bactérias" . 

I solamos o Bifidobacterium adolesceatis em 5 amostras 
(6,25%) .  Nenhum dos trabalhos anteriores identificou esta 
bactéria a part ir  de espéci mes obtidos de sacos conju ntivais 
normais .  TABBARA, em 1984, isolou este microorgan ismo 
a part ir  de amostras obtidas na córnea de ind ivíd uos nor
mais12 •  

Bactérias d o  gênero Bacteróides estiveram presentes em 
3,75% do total de amostras, o mesmo acontecendo com 
Veillonella sp. Este ú lt imo agente não havia sido isolado 
em outros trabalhos a part i r  da conjuntiva de olhos normais.  

Contrariando outros estudos', ·, 10 , i solamos cocos gram 
pos itivos anaeróbios em apenas uma amostra (5arcina sp). 

Na l iteratura, além destas bactérias identificadas por 
nós, outros anaeróbios estritos já foram iso lados a part i r  
de sacos conj untivais normais como Peptostreptococcus sp ,  
Peptococcus sp,  Eubacterium sp, Actinomyces sp, Clostridium 
sp, Arachnia sp e Lactobacillus sp. 

As variações encontradas na l iteratu ra (Quadro 1 ) ,  são 
mu itas . Segu ndo MATUU RN ,  sexo e idade não i nfluencia
riam nos resu ltados com o que d iscorda BROOK' . Dos 40 
pacientes estudados por nós, 29 eram do sexo fem in ino  
(n ,5%)  e apresentaram 30,03% de amostras positivas , en
quanto que entre os 1 1  pacientes do sexo mascu l i no (27,5 %) , 
45 ,45% apresentaram amostras posit ivas , d iferença esta não 
s ignificativa. Em relação à idade, no nosso estudo, foram 
exami nados apenas pacientes em idade adu lta, não sendo 
possível comparar este dado aos resu ltados obtidos por MA
TU U RA' e BROOK' . 

As variações encontradas no estudo desta m icrobiota 
anaeróbia também podem sugerir que fatores geográficos, 
c l imáticos e de satu ração de oxigênio atmosférico atuariam 
nestes resultados, porém tal consideração pode ser conjec
tu ra I .  BACHARACH não isolou nenhuma bactéria anaeróbia 
a part i r  de espécimes obtidos do saco conjuntival de pessoas 
normais em Israel .  

Além d a  identificação de outros agentes anaeróbios es
tritos nesta pesqu isa, o achado de Veillonella sp em nossas 
amostras , acrescenta um dado que nos leva a acreditar que 
o fundo de saco conju ntival constitu i -se realmente em um 
microam biente anaeróbio, visto que esta bactéria é extrema
mente sensível ao oxigênio,  sendo ut i l izada no laboratório 
de Bactérias Anaeróbias da U n ivers idade de São Pau lo,  co-

QUADRO 1 
Comparação dos resultados obtidos por diferentes autores e países no isolamento 
de bactérias anaeróbias estritas a part i r  de culturas de sacos conjuntivais normais. 

ORGANI SMO 

Propionibicterium ienes 
Propionibacterium granulosum 
Peptostreplococeus sp 
8ifi�terium idolescenlis 
Bacteroides sp 
Veillonello sp 
Sarcina sp 
dostridium sp 
Eubacterium sp 
lactobacillus sp 
Actint.>b.cterium sp 

Porcenugem do tolal de culturas positivas 

Japão EUA EUA Brasil 

Matuu ra Perkins Me Nau Campos 
e col .  e cal .  e cal. e cal. 
1 971 1 975 1 978' 1989 

62,00% 43,80% 75,40% 
1 ,40% 0,50% 64,20% 

6,30% 4,90% 
2,50% 1 7,85% 

25,00% 10,71 %  
1 0,71 % 

3,57% 
1 ,25% 1 ,00% 
1 ,25% 1 ,00% 

2,10% 
1 ,25% 

• Estudo realizado com 2 coletas em épocas diferentes considerando apenas a 
1�  coleta para efeito comparat;vo. 

ARQ, BRAS, OFTAl. 
52(6), 1 989 

mo controle de seus métodos de anaerobiose (com u n i cação 
pessoal ao autor por dois co-autores) , ENM,  MAAS) . 

A p resente pesqu isa não visa anal isar se esta m icrobiota 
anaeróbia é transitória ou permanente, nem discutir o papel 
da mesma nas i nfecções ocu lares. Diversos trabal hos têm,  
cada vez mais ,  mostrado bactérias anaeróbias como agen
tes etiológicos de d iferentes infecções ocu lares" 5 , 1 • •  Con
tudo o conheci mento desta m icrobiota normal deve cola
borar para estabelecer critérios microbiológicos corretos 
ao se dete rm i n ar iais agentes como responsáveis  por algu
mas infecções ocu lares. 

RESUMO 

Amostras obtidas a parti r de 60 casos conju ntivais de 40 indivíduos 
normais foram submetidas a exames microbiológicos para se deter
minar  a presença ou ausência de flora bacteriana aneróbia. Das 80 
culturas realizadas, 71 (88,75%) continham pekl menos uma bactéria 
anaeróbia. Bactérias anaeróbias estritas foram obtidas em 35% (28180) 
das cu ltu ras. Destas, o agente mais freqüente foi o Propionibacterium 
grAnUlosum presente em 64,28% . A segui r ,  Bifidobacterium adolescentis 
em 1 7 ,85'Jj" Bact.roides sp em 1 0 , 71 % ,  Veillonell. sp em 1 0,71 % e 
Sarcina sp em 3,57% . Nossos achados sugerem que o saco conjuntival 
normal constitu i -se em um microam biente anaeróbio. 

SUMMARY 

Specimens trom the conju nctival sac of 80 healthy eyes were 
cultu red to determ ine the presence or absence af an anaerobic flora. 
Of the 80 cul tures performed , 71 (88,75%) contained at least one 
anaerobic m icroorganism. Obligate anaerobes were recovered from 
35% (28/80) of the cultu res .  Propionibacterium granulosum was the 
predomi nant obl ijate anaerobe encountered, present jn  64,28% 
(1 8128) . Bifidob.1ctHium adolescentis was presem in 1 7 ,85 % ,  BKteroi
des .p in 10,71 % ,  V.illonella sp in 10,71 'Jj, and s..rcina sp 3,57%.  O u r  
f indings suggest that t h e  normal conju n ctival sac i s  an anaerobic 
microenvironment.  
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