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RESUMO

Com o intuito de avaliar a microbiota bacteriana conjuntival normal de gatos
domésticos, foi coletado material de ambos os olhos, utilizando Swabs estéreis,
pressionado-os diretamente contra o saco conjuntival inferior bilateral de 25 gatos machos
(n=50) com 10 meses de idade e clinicamente saudaveis. Foi utilizado como meio de
manutengio caldo BHI, sendo o material posteriormente semeado em meio Agar Sangue e
Agar MacConkey e incubados em ambiente anaerdbico e aerobico durante 24 - 48 horas.
Apbs o crescimento bacteriano realizou-se a coloracdo de Gram e testes bioquimicos
especificos para a identificacdo bacteriana. As bactérias Gram-positivas isoladas foram
Staphylococcus coagulase negativo, Enterococcus sp., Micrococcus sp e Streptococcus
pyogenes, as Gram-negativas foram Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli. e

Pseudomonas sp.

Palavras-chave: Gatos, bactéria, microbiota conjuntival, microbiologia,

oftalmologia.

ABSTRACT

To evaluate the normal microbial conjunctival of domestic cats, it was obtained
samples with Swabs pressed directly against the bilateral inferior conjunctival sac of 25
male cats (n=50), 10 months of age and clinical healthy. As middle of maintenance it was

used BHI, later sowed in half Blood agar and Mac Conkey Agar, incubated in half
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anaerobic and aerobic environment for 24 hours. After the bacterial growth it was made the
Gram staining anal specific biochemical lots. The larger growth of Gram-positive bacteria
was Staphylococcus coagulase negative and Enterococcus sp, Micrococcus sp,
Streptococcus pyogenes and Gram-negative was Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,

and Pseudomonas sp.
Key-words: Cats, bacterial, conjunctival microbial, microbiology, ophthalmology.

INTRODUCAO

A conjuntiva ¢ a membrana mais exposta do organismo, pois mantém relagdo
direta com o meio externo. Funciona como uma barreira natural a invasdo de
microrganismos, atuando como prote¢ao mecanica através da acdo de limpeza das lagrimas,
da temperatura mais baixa do que a do corpo e de fatores imunologicos, incluindo
lisozimas, macrofagos, leucéceitos fagociticos e imunoglobulinas (IgA, IgG e IgM) do bulbo
ocular, sendo ainda muitas vezes, comparada a um nddulo linfatico evertido, que facilita
uma rapida resposta a invasao microbiana. Possui também atividade de renovagao celular,
que se da a cada 5-7 dias, inibindo a invasdo de microrganismos patogénicos (MURPHY et
al., 1978; ANDRADE et al., 2002; GALERA et al., 2002; ROSA et al., 2003).

A microbiota conjuntival protege contra a infecgdo fungica através da destruigdo
dos nutrientes vitais para a sobrevivéncia dos fungos, assim como pela secrecdo de
substancias metabolicas que podem ter propriedades antifungicas e antimicrobianas. Esta se
mantém estavel em animais clinicamente sadios. Porém, bactérias consideradas patogénicas
podem estar presentes caso ocorra algum dano ao tecido corneano ou queda da imunidade
(ANDRADE et al., 2002; GALERA et al., 2002; ROSA et al., 2003; PRADO et al., 2005).

O conhecimento das bactérias pertencentes a “microbiota normal” do saco

conjuntival, assim como suas patologias, sdo importantes para a escolha dos medicamentos
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antimicrobianos na terapia inicial, enquanto se aguarda resultados laboratoriais
(McLAUGHLIN et al., 1983; PEIFFER et al., 1984).

Segundo GELATT (2003), a prevaléncia da microbiota conjuntival ¢ mais baixa
no gato do que nas outras espécies domésticas. Estas incluem normalmente Staphylococcus
epidermidis € Mycoplasma. J& OLLIVIER (2003), afirmou que as bactérias isoladas mais
comumente em cdes e gatos, em ordem decrescente, foram Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Corynebacterium spp. Bacillus spp., Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella spp, Neisseria spp. € Fusobacterium spp.

Conforme URBAN et al. (1972), em um estudo realizado em 150 caes
clinicamente normais, as bactérias que se mostraram mais freqiientes foram Staphylococcus
aureus (45%), Streptococcus alpha-hemoliticos (34%), Difteroides (30%), Neisseria spp.
(26%), Pseudomonas spp. (14%) e Streptococcus nao-hemoliticos (12%). Estes resultados
corroboram os resultados apresentados por outros autores (GERDING et al., 1988S;
ESPINOLA e LILEMBAUM, 1996; ANDRADE et al., 2002; PRADO et al., 2005).

A microbiota bacteriana estd bem descrita para varios animais como eqiiinos
(McLAUGHLIN et al., 1983; SAMUELSON et al., 1983; ANDREW et al., 2003), castores
canadenses (CULLEN, 2003), camelos (GIOFRINDO, 1991), elefantes (KODIKARA,
1999) e papagaios (ZENOBLE et al., 1983), porém pouco se conhece sobre a microbiota
conjuntival de gatos domésticos.

De acordo com ANDRADE et al., (2002), a selecdo da microbiota conjuntival
pode ser provocada por uso prolongado de antimicrobianos tdpicos que resultam em
crescimento excessivo de bactérias ou fungos, que podem se tornar patogénico.

REBHUM (1982) em estudos realizados em cavalos observou que abscessos
estromais corneanos, eram compostos por microrganismos da microbiota conjuntival
normal. Estes podem ser depositados no estroma corneano no momento em que ocorreu um

ferimento na cérnea ou pode penetrar no estroma alguns dias ap6s o ferimento.
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A microbiota bacteriana pode sofrer modificagdes quanto a estagdo do ano, regido
geografica, temperatura, raga do animal, habitat e método de coleta (SAMUELSON et al.,
1983; GERDING et al., 1988; ANDREW et al., 2003).

A proposta deste estudo foi identificar os microorganismos bacterianos no saco
conjuntival de gatos clinicamente sadios na regido de Juiz de Fora (MQG) possibilitando
diferenciar a microbiota conjuntival normal da patogénica.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 25 gatos (n = 50) machos, sem raga definida, com 10 meses de
idade, oriundos do viveiro localizado no Laboratério de Zoologia Avancado da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF-MG), durante o periodo de abril a junho de
2006.

Previamente a coleta do material, os animais foram avaliados por meio de exames
fisicos, para exclusdo de alteracdes clinicas e submetidos aos exames oftalmoldgicos
pertinentes.

Apds contengdo adequada dos animais, foram coletadas amostras de ambos os
olhos, com auxilio de “Swabs” (CB®) de calcio alginato estéreis, segundo Andrade et al.,
(2002). Os mesmos foram suavemente pressionados no saco conjuntival inferior, através de
movimentos rotatorios, evitando contato com o tarso palpebral e palpebras, com a
finalidade de isolar bactérias aerdbicas e anaerobicas exclusivamente pertencentes a
microbiota conjuntival dos animais (FIGURA 1). O material coletado foi transportado em
tubos contendo 5,0 ml de caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth) até a chegada ao
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Presidente Antonio Carlos (UNIPAC),
campus de Juiz de Fora-MG.
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FIGURA 1- Técnica de contencdo e coleta utilizada para a obtengdo da microbiota bacteriana do saco

conjuntival inferior, por meio de Swab estéril, de felinos domésticos (Felis S. catus, Linnaeus, 1758).

Para o isolamento de bactérias aerobicas, os “Swabs” foram mantidos no caldo
BHI e incubados a 35°C. Apos 24 horas de incubagdo, as culturas microbianas foram
repicadas em Placas de Petri contendo Agar Sangue constituido de 5% de sangue de
carneiro e Agar MacConkey e reincubadas a 35 °C por mais 24 horas.

ApoOs o crescimento das colonias nos diferentes meios, as mesmas foram
submetidas a identificacdo primaria baseada em caracteristicas de tamanho, morfologia,
coloragdo de Gram e crescimento e/ou fermentagio da lactose em Agar MacConkey.

Posteriormente a identificagdo primaria das bactérias, as colonias foram

submetidas a diferentes testes bioquimicos para a caracterizacdo do género ou da espécie

bacteriana.
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Para as bactérias identificadas como Gram-positivas as provas bioquimicas
realizadas foram, produ¢do de catalase, producao de coagulase, teste de oxidase, presenga
de motilidade, hidrolise da bilesculina e producao de CAMP.

Os testes bioquimicos utilizados para o grupo de bactérias Gram negativos
incluiram, teste de oxidase, utilizacdo de citrato, fermentagdo da glicose, lactose e/ou
sacarose, produ¢dao de H,S, liberagdo de gés, teste de indol, presenca da atividade da
enzima fenilalanina, lisina, teste de liquefacdo da gelatina e presenca de motilidade.

Para o isolamento de bactérias anaerobicas, os ‘“swabs” foram semeados em
Placas de Petri contendo Agar Sangue, logo apds sua chegada no Laboratério de
Microbiologia e incubados a 35°C em jarras de anaerobiose. Apds 48 horas de incubacdo a
mesma metodologia utilizada para as bactérias aerdbicas foi empregada para as bactérias
anaerdbicas.

Para a anilise estatistica foi utilizado o teste Qui-quadrado (%), com o grau de
significancia de p<0,005, para comparar e avaliar a correlagdo entre as bactérias no saco
conjuntival bilateral de cada animal e para comparar entre os grupos de bactérias presentes

através do pacote BioEstat 2.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram isoladas das 50 conjuntivas de felinos domésticos, 54 bactérias, dentre elas,
Enterococcus sp. 04 (7,40%), Staphylococcus coagulase negativa 52 (77,77%), Escherichia
coli 01 (1,85%), Pseudomonas sp. 03 (5,55%), Streptococcus pyogenes 01 (1,85%),
Micrococcus sp. 02 (3,70%), Klebsiella pneumoniae 01 (1,85%), Tabela 1.

TABELA 1 — Classes e freqiiéncia de bactérias isoladas do saco conjuntival de felinos domésticos (Felis S.

catus, Linnaeus-1758) (n=50) na cidade de Juiz de Fora — MG.

Microorganismo n %

Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria é uma publicacao semestral da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia de Garca - FAMED/FAEF e Editora FAEF, mantidas pela Associacao .
Cultural e Educacional de Garca ACEG. Rua das Flores, 740 - Vila Labienopolis - CEP: 17400-000 -
Garca/SP - Tel.: (0**14) 3407-8000 www.revista.inf.br - www.editorafaef.com.br - www.faef.br.



REVISTA CIENTIFICA ELETRONICA DE MEDICINA VETERINARIA - ISSN: 1679-7353

Ano VIII - Namero 15 - Julho de 2010 - Periddicos Semestral

Enterococcus sp. 04 7,40
Staphylococcus coagulase negativa 42 77,77
Escherichia coli 01 1,85
Pseudomonas sp. 03 5,55
Streptococcus pyogenes 01 1,85
Micrococcus sp. 02 3,70
Klebsiella pneumoniae 01 1,85
Total 54 100

No Grafico 1 podemos observar que as bactérias gram-positivas 46 (85,18%)
prevaleceram em relagdo as gram-negativas 8 (14,81%), sendo significativo a presenca das

gram-positivas (3’=26.741; g.1.=1; p=0,000).
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GRAFICO 1- Microbiota bacteriana conjuntival de felinos domésticos (Felis S. catus, Linnaeus- 1758) sadios

da cidade de Juiz de Fora — MG.
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O microrganismo comum em todos os animais foi a bactéria gram-positiva
Staphylococcus coagulase negativa estando presente em 77,77% das amostras obtidas.
Estes achados corroboram com os encontrados por GASKIN (1980), GERDING et al.
(1988), OLLIVIER (2003) e PRADO et al. (2005) que também encontraram este
microrganismo em maior presenca, mesmo estes estudos sendo realizados em localizacdes
geograficas, temperaturas e condi¢des climdticas diferentes, o que poderia contribuir para a
presenca de outros microrganismos como sugerido por MACLAUGHLIN et al. (1983) e
ANDRADE et al. (2002).

Foram encontradas algumas enterobactérias tais como Escherichia coli (1,85%) e
Klebsiella pneumoniae (1,85%). Como os animais ndo demonstraram sinais visiveis de
alteracdo conjuntival, tais microorganismos apresentaram-se como parte da microbiota
normal da conjuntiva em gatos (GELATT, 2003; OLLIVIER, 2003).

Foi isolado o microorganismo Pseudomonas sp. (5,55%) que geralmente se
encontra na pele. Esta ¢ muito importante em processos patologicos e cirargicos do olho
como fator complicador, devido a producdo de proteases (enzimas que digerem proteinas)
(SLATTER, 2005).

Neste estudo a coleta foi realizada de forma direta sem a limpeza previa da
comissura palpebral, como o recomendado por ANDRADE et al. (2002), que realizou um
estudo utilizando como método de coleta uma limpeza antes da aplicagdo do Swab, pois
esta pode interferir com os resultados pela possivel transferéncia de microrganismos da
superficie palpebral externa para o saco conjuntival.

Embora utilizado Swabs de célcio alginato, de acordo com CAGLE e ABSHIRE
(1981), este ndo ¢ o mais recomendado, pois possui acidos que sdo toxicos a certos
microrganismos que sao encontrados na microbiota normal.

As bactérias Staphylococcus sp e Escherichia coli isoladas neste estudo foram as

do género e espécie encontradas em um estudo realizado por REBHUM (1982), sobre
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abscessos estromais corneanos em cavalos. Mostrando que também em gatos estas fazem
parte da microbiota normal e podem se tornar patogé€nicas, em determinadas condicdes,
progredindo para doencas oftalmicas.

Observou-se que 14 (56%) dos animais apresentavam a mesma microbiota
bacteriana em ambos os sacos conjuntivais bilaterais e que 11 (44%) dos animais
apresentavam bactérias diferentes, se mostrando ndo-significativo a correlacdo entre os

. . . ~ x . : 2_ .
sacos conjuntivais do mesmo animal em relagdo a presenca da mesma microbiota (y =1,44;

g.l.=1; p=0,2301).

CONCLUSAO

Podemos concluir com o presente estudo que a microbiota bacteriana conjuntival
normal de felinos domésticos ¢ constituida principalmente de bactérias gram-positivas,
sendo encontrado com maior freqiiéncia Staphylococcus coagulase negativa e em menor
quantidade Enterococcus sp., Micrococcus sp. e Streptococcus pyogenes. Estdo presentes
também na microbiota normal enterobactérias como Escherichia coli e Klebsiella

pneumoniae. Sendo observada também a presenca de Pseudomonas sp. Nao foi encontrada

correlacdo entre a microbiota dos sacos conjuntivais bilaterais no mesmo animal.
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