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RESUMO 

Para o estudo da microbiota anaeróbia e facultativa da conjuntiva normal 
de recém-nascidos no período neonatal, 193 amostras da secreção do fundo de 
saco conjuntival foram obtidas. 

Durante o período neonatal os recém-nascidos foram divididos em três 
grupos: I - recém-nascidos imediatamente após o parto; n - do nascimento até 
15 dias de vida; ln - recém-nascidos entre 15 e 28 dias de vida. 

Cento e sessenta e sete amostras apresentaram crescimento bacteriano 
positivo, sendo isolados 183 microrganismo num total de 12 espécies bacte
rianas. Entre as bactérias facultativas, Staphylococcus aureus foi o microrga
nismo isolado mais freqüente e entre os anaeróbios Bacteroides sp. 

Em todos os grupos, Staphylococcus aureus foi o microrganismo mais 
freqüente. Bactérias anaeróbias obrigatórias foram isoladas em maior fre
qüência no terceiro grupo. Foi demonstrado maior número de culturas 
positivas e isolamento de S. aureus em recém-nascidos de parto normal e com 
ruptura das membranas. 

O presente estudo demonstra a existência de uma flora conjuntival normal 
e facultativa durante o período neonatal, revelando que a colonização começa 
imediatamente após o nascimento e o número de culturas positivas está 
relacionado com o tempo de exposição individual. 

Palavras-chave: Staphy/ococcus aureus na conjuntiva, cultura da conjuntiva, conjuntiva de recém
nascidos, flora anaeróbia, flora facultativa, microbiota anaeróbia e facultativa. 

INTRODUÇÃO 

A presença de microrganismos na con
juntiva humana foi estabelecida no século 
XIX(14). A existência de microbiota aeró
bica e facultativa na conjuntiva humana 
normal ficou comprovada inicialmente 
por Khorazo e Thompson em 1935(13), 
seguido de outros estudos onde os autores 
detectaram maiorfreqüência de Staphylo
coccus epidermidis e Staphylococcus 
aureuS-2,3,s,IS,19) • 

Matuura(16) apresentou o primeiro estu
do com comprovação laboratorial da exis-

tência de várias cepas de anaeróbios na 
conjuntiva humana_ 

A colonização bacteriana da conjunti
va do recém-nascido já foi demonstrada 
por vários autores{3,8,IO,2S,27), sendo eviden
ciada a correlação entre microbiotas da 
vagina materna e da conjuntiva dos re
cém-nascidos{3,8,IO), e também a contami
nação da cavidade oral e trato gastrointes
tinal do neonato(l). 

Bactérias anaeróbias obrigatórias, tais 
como Bacteroides fragilis, Propionibac
terium acnes, Propionibacterium sp. ,  Bi
fidobacterium sp. ,  Peptococcus sp. ,  Bac-
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teroides sp. ,  Peptostreptococcus sp. ,  Lac
tobacillus sp. ,já foram detectadas na con
juntiva de recém-nascidos(3,10), bem como 
identificadas como agentes etiológicos de 
conjuntivites(l l , 12), úlceras de cór
nea(12,18,20) e endoftalmites(29). 

No Brasil, o primeiro estudo sobre a 
microbiota anaeróbia da conjuntiva de 
adultos foi realizado em 1988 por Campos 
et al(4) e pelo demonstrado na literatura, 
inúmeras são as possibilidades de isola
mentos de bactérias anaeróbias no olho 
normal e infectado. 

A falta de informação em nosso meio 
sobre a microbiota anaeróbia e facultativa 
do recém-nascido e a escassez de traba
lhos que visam o isolamento destas bacté
rias conduziram à execução deste estudo 
com os objetivos de: 
1 - Conhecer e identificar as microbiotas 

anaeróbias e facultativas da conjuntiva 
normal dos recém-nascidos; 

2 - Estudar a relação entre a microbiota 
facultativa con juntival no período neo
natal com o tempo de vida, tipo de parto 
e presença ou ausência de bolsa amni
ótica rota. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Duzentas amostras de secreção do fun
do de saco conjuntival de ambos os olhos 
de 100 recém-nascidos normais no perío
do neonatal foram colhidas no Hospital 
das Clínicas de Caieiras, localizado na 
cidade de Caieiras, Estado de São Paulo, 
entre abril e novembro de 1988. 

Os recém-nascidos foram divididos em 
três grupos diferentes, de acordo com o 
tempo de vida: 
Grupo I - recém-nascidos estudados ime
diatamente após o parto, antes da adminis
ração de colirio de vitelinato de prata a 
10% - "Argirol" (usado na rotinadaque
le hospital para profilaxia de Oftalmia 
Neonatal) .  
Grupo II - recém-nascidos com 24 horas 
até 15 dias de vida. 
Grupo III - recém-nascidos com 15 a 28 
dias de vida. 

Para os Grupos I e II as informações 
quanto ao tipo de parto, presença ou au
sência de ruptura da bolsa amniótica antes 

ARQ. BRAS. OFTAL. 56, (3), JUNHO/1 993 

Microbiota anaeróbia e facultativa 
da conjuntiva normcl de recém-nascidos 

do nascimento foram obtidas da ficha do 
hospital. O parto foi considerado "sem 
ruptura" quando esta, espontânea ou pro
vocada, ocorreu dentro de uma hora antes 
do nascimento e "  com ruptura" quando o 
tempo de ruptura foi maior do que uma 
hora. Para os recém-nascidos do Grupo III 
�s informações foram obtidas por entre
vista com as mães. 

A colheita das amostras foi efetuada 
com auxílio de zaragatoa alginatada esté
ril, umidecida em solução estéril de clore
to de sódio 0,9% e inoculadas asseptica
mente em 10 mI de caldo PYG (PRAS) 
(Peptona/extrato de levedura e glicose 
pré-reduzido) e ali mantidas durante o 
transporte e a incubação(9). Amostras e 
culturas controle foram processadas indi
vidualmente no Laboratório de Bactérias 
Anaeróbias do Instituto de Ciências Bio
médicas da Universidade de São Paulo. 

Em sete tubos observou-se oxidação 
total do meio de cultura, sendo esses inu-

tilizados e as amostras não consideradas 
para o estudo, por este motivo passamos a 
estudar 193 amostras. 

A seqüência de cuidados observada 
para as amostras está descrita no esquema 
da metodologia. 

RESULTADOS 

A distribuição das espécies microbia
nas isoladas das culturas das amostras da 
conjuntiva de recém-nascidos normais, 
segundo os grupos de idade estudados 
estão relacionados na Tabela I totalizando 
193 microrganismos. 

Foram analisados os resultados obti
dos das culturas para S. aureus nos olhos 
direito e esquerdo, relacionados com as 
variáveis: parto vaginal, parto cesareano, 
ruptura de bolsa aminiótica e presença de 
bolsa íntegra na hora do parto. Para esta 
análise foi aplicado o teste de Mac Nemar 
e demonstrado que os olhos direito e·es-

TABELA I 
Distribuição da cultura de material da conjuntiva de recém-nascidos, segundo os grupos 

de idade estudados e as espécies microbianas Identificadas 

Grupo de Espécie N % 
recém-nascido microbiana 

S. aureus 44 81 ,4 
n=33 Proteus sp. 2 8,3 

S. epidermidis 2 3,7 
S. intermedius 1 1 ,8 
S. saprophyticus 3 5,5 
Bacteroides sp (g. fragilis) 1 1 ,8 
Se/emonas sp. 1 1 ,8 

Total 54 1 00.0 

II S. aureus 43 93,4 
n-29 S. epidermidis 1 2,1  

Propionibacterium sp 1 2 , 1  
Veillonella sp. 1 2,1 

Total 46 1 00.0 

III S. aureus 62 74,7 
n-38 S. epidermidis 3 3,6 

Bacillus sp 3 3,6 
Proteus sp 3 3,6 
S. intermedius 1 1 ,2 
Bacteroides sp (g. fragilis) 8 9,6 
C/ostridium sp 2 2,5 
Bacteroides sp* 1 1 ,2 

Total 83 1 00.0 

n - número de recém-nascidos 
* Inclui em Bacteroic'es sp espécies pertencentes aos gêneros Prevotella e Porphyromones. 
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COLHEITA 
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ESQUEMA DE METODOLOGIA 

.. TRANSPORTE (Anaerobiose - meios PRAS) 

� 
(3) INCUBAÇÃO (Anaerobiose - meios PRAS) 

� 
(7) SEMEADURA DO CRESCIMENTO OBTIDO 

II � � 
BBE PEA BHle AS. Supl. 

� � � II 
� � _ � II 

(8) INCUBAÇAO (Anaerobiose) 
(Tée. Jarras) 

� 
LEITURA E I NTERPRETAÇÃO 

(Crese. Obtido após 24h, 48h, 7 dias) 

� 
COLÔNIAS REPRESENTATIVAS 

� 
(9) TESTE DE RESPIRAÇÃO (AS. Supl.) 

II 
ANAERÓBIOS 

OBRIGATÓRIOS 

" 
ANAERÓBIOS 

FACULTATIVOS 

IDENTIFICAÇÃO 
DAS AMOSTRAS ISOLADAS 

• BBE - Âgar Bacteroides BUe Esculina 
PEA - Âgar Phenylelhlalchool - DIFCO 
BHle - Brain Heart Infusion·DIFCO com Vitamina K-Hemlna 
AS. Supl. - Âgar Sangue desfibrado, com Vitamina K. 

querdo se comportaram de forma seme
lhante, assim pudemos analisar os resulta
dos obtidos de cada olho como uma amos
tra isolada. 

de Goodman, ficando demonstrado que os 
Grupos I e II são diferentes do Grupo III. 

DISCUSSÃO 
A distribuição do número de amostras 

positivas para S. aureus, segundo os gru
pos de idade e o tipo de parto está relacio
nada na Tabela II, sendo demonstrado 
pelo teste de Homogeneidade de Good
man que o Grupo I é diferente do Grupo III 
para parto vaginal (Tabela II) . 

A distribuição das amostras positivas 
para S. aureus, segundo os grupos de 
idade estudados e a presença ou não de 
ruptura de bolsa amniótica está relaciona
dá na Tabela III, e os resultados foram 
estudados pelo teste de Homogeneidade 
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A existência de uma microbiota anfibi
ôntica na conjuntiva humana normal, no 
período neonatal, foi evidenciada neste 
estudo, pois 88 % das amostras analisadas 
forneceram resultados positivos aos testes 
microbiológicos de cultivo bacteriano. 
Estes resultados estão corroborados pelos 
dados da literatura pesquisada(9,IO, l l ,22). 

A colonização bacteriana da pele, 
membranas e mucosas, como da conjunti
va, que se inicia reconhecidamente logo 
após o nascimento(26), foi também de-

monstrada neste estudo. Com o tempo de 
vida, o número de culturas positivas pare
ce aumentar, o que pode ser observado 
quando da análise dos resultados obtidos, 
a partir de recém-nascidos do Grupo III. 

O número de culturas positivas para 
anaeróbios estritos à conjuntiva imediata
mente após o parto, observado por vários 
autores(3,IO,1 1,22) foi maior do que o obser
vado neste estudo. Nesta pesquisa foi iso
lado o maior número de bactérias anaeró
bias obrigatórias imediatamente após o 
parto. Com 24 horas não houve aumento 
significante do número de bactérias, o que 
só ocorreu entre 15 e 28 dias de vida. Este 
fato pode evidenciar uma colonização 
anaeróbia dependente do meio ambiente e 
não somente a colonização por bactérias 
presentes no canal de parto, como preco
nizam alguns autores(3,1 I). Possivelmente a 
presença de enzimas produzidas por bac
térias facultativas, que catabolizam o oxi
gênio do ar no saco conjuntival com o 
tempo de vida, leva a uma melhor defini
ção do nicho ecológico. 

Bacteroides sp. (grupo fragilis) isola
dos na con junti va do recém -nascido, tanto 
no Grupo I como no Grupo III, induzem a 
possibilidade de contaminação dessa mu
cosa com o material de origem fecal, pois 
essemicrorganismofazpartedamicrobio
ta gastrointestinal(30). A principal caracte
rística do Bacteroides sp. (grupo fragilis) 
está na possibilidade da presença de plas
mídio que sendo um DNA autônomo é 
responsável pela produção de enzimas que 
ocasionariam a destruição da mucosa re
tal, propiciando a invasão desta por outros 
microrganismos. Essas bactérias pode
riam potencialmente estar envolvidas, pri
mariamente, no processo infeccioso, mas 
a evolução dependeria de outro microrga
nismo. 

Campos et a1.<4) demonstraram que os 
anaeróbios mais freqüentes no saco con
juntival humano normal foram Propioni
bacterium granulosum (25 %) e Bacteroi
dessp. (4 %) ficando assim demonstrado a 
diferença entre a microbiota do adulto e a 
do recém-nascido em nosso meio. 

Bactérias anaeróbias como Lactobaci
llus sp. ,  Peptococcus sp. ,  Peptostrepto
coccus sp. ,  Corynebacterium sp. foram 
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TABELA I I  
Distribuição do número de amostras positivas para S. aureus, segundo os grupos 

de Idade estudados e o tipo de parto 

Tipo de parto 

Grupo Vaginal 

etário N2 0/0 
I 33 75.0 
i i  25 58. 1 
i i i  27 43.5 

Total 85 57.0 

Teste de homogeneidade de Goodman 
Y2 calculado - 1 2.03 * Y2 crítico - 5.99 

Comparação entre grupos (g crítico - 2.39) 
I x ii 1 .69 
I x i i i  3.79 * Grupo I) I I I  para p. vaginal 
ii x i i i  1 .64 

Cesareano 

N2 0/0 
1 1  25.0 
1 8  42.9 
35 56.5 

64 43.0 

Total 

NI 0/0 
44 1 00 
43 1 00 
62 1 00 

1 49 1 00 

Vaginal X Cesárea - Valores dos limites inferior (LI) e superior (LS) para a diferença entre as 
% observadas no parto vaginal e cesárea. 

Grupo I LI + 0.43 
LS + 0.56 

Grupo ii LI + 0.07 
LS + 0.25 

Grupo l l l  LI - 0. 1 9  
LS - 0.07 

TABELA I I I  
Distribuição das amostras positivas para S. aureus, segundo os grupos de Idade 

estudados e a presença ou não de ruptura da bolsa amnlótlca 

Tipo de parto 

Grupos Sem ruptura 

etários N! 0/0 
I 09 20,45 
i i  06 1 5,0 
i i i  43 69,35 

Total 58 38,92 

Teste de homogeneidade de Goodman 
Y2 55.78* Y2 crítico 5.99 

Grupo I x' i i  2.39 

Com ruptura 

N! % 
35 79,55 
37 92,50 
1 9  30,64 

91 61 ,07 

Grupo I x I I I  1 5.77 * 1) I I I  para partos sem ruptura e com ruptura 
Grupo ii x I I I  7. 1 0  * i i )  I I I  

Total 

NI 
44 
43 
62 

1 49 

0/0 
1 00 
1 00 
1 00 

1 00 

Sem Ruptura x Com Ruptura - Valores dos limites inferior (LI) e superior (LS) para a diferença 
entre as porcentagens observadas no parto vaginal e cesária. 

Grupo I Ll 1 - 0.65 
LS1 - 0.45 

Grupo ii Ll 1 - 0.78 
LS1 - 0.68 

Grupo i i i  Ll 1 + 0.34 
LS1 + 0.44 
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identificadas neste trabalho, podendo tra
tar-se de uma microbiota passageira ou 
estarem relacionadas a variações geográ
ficas. 

Para os anaeróbios obrigatórios isola
dos, tanto na conjuntiva de recém-nasci
dos de parto vaginal como nos de cesarea
no, não foi possível relacionar, nem mes
mo demonstrar uma associação positiva 
com o tipo de parto ou com a ruptura das 
membranas amnióticas. 

A presença de maior número de cultu
ras positivas nas amostras do Grupo III, 
evidencia a contaminação ocular relacio
nadas ao meio ambiente. 

Na conjuntiva do recém-nascido que 
não apresenta infecção, a freqüência de 
isolamentos positivos para S. aureus, ve
rificada na literatura, variou entre 70% e 
85 % (10,24). Os resultados do presente estu
do estão de acordo com estes números. A 
freqüência de isolamentos positivos em 
cultivos puros ou mistos para S .  aureusfoi 
de 77 %, sendo esta bactéria a mais fre
qüente, isolada em 88 % das amostras po
sitivas. 

Staphylococcus epidermidis foi iden
tificado neste estudo em 3,6% das amos
tras analisadas, porcentagem esta diferen
te da encontrada na literatura consultada, 
a qual apresenta porcentagens de culturas 
positivas mais elevadas, variando entre 3 1  
e 5 2  %(3, 11,21 ,22,23) . Nestes trabalhos tanto S .  
saprophyticus quanto S .  intermedius po
deriam estar classificados como S.  epider
midis, uma vez que estas espécies somente 
foram caracterizadas após 1984. Mesmo 
assim a porcentagem dessa bactéria no 
presente estudo, seria menor do que a 
observada, na literatura. 

A incidência alta de S. aureus e baixa 
de S .  epidermidisprovavelmente não está 
relacionada ao tipo de profilaxia utilizada 
na maternidade (vitelinato de prata a 
10%),  pois, segundo Grumberger e Ko
fler<8), o nitrato de prata, com ação bacte
ricida mais importante que o vitelinato, 
não altera o parasitismo da conjuntiva 
pelo S. aureus. 

Segundo Sandstron et a1.(28), tanto S. 
saprophyticus quanto S .  intermedius, a 
porcentagem de isolamento de S. aureus 
em casos de oftalmia neonatal depende da 
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higiene e assepsia mantidas na maternida
de. Para investigar a validade desta idéia, 
estudo semelhante deveria ser conduzido 
em outras maternidades com diferentes 
padrões de higiene. 

A análise de culturas positivas de S .  
aureus em relação ao tipo de parto de
monstrou que a porcentagem de amostras 
positivas da conjuntiva de recém-.nasci
dos de parto cesareano foi significativa
mente menor do que aquelas de recém
nasCidos de parto vaginal (Tabela II) . O 
isolamento de bactérias na conjuntiva logo 
após o nascimento, mesmo em recém
nascidos de parto cesareano, demonstra 
que o canal de parto não é a única fonte de 
contaminação da conjuntiva. 

Quando considerado o confronto entre 
as variáveis do parto vaginal e do cesarea
no, em relação a idade, pode-se observar 
que nos Grupos I e II a porcentagem de 
amostras positivas em recém-nascidos de 
parto vaginal foi significantemente maior 
do que os de parto cesareano Grupo III 
houve inversão desta diferença (Tabela 
II). 

Em recém-nascidos com mais de 15 
dias a inoculação de bactérias na hora do 
parto provavelmente não mais interfere 
com a microbiota da conjuntiva, que esta
rá relacionada com as inoculações do pró
prio meio ambiente. 

O maiornúmero de amostras positivas 
em relação ao parto cesareano no Grupo 
III, evidenciado neste estudo, pode ser 
ocasional, não havendo nenhuma relação 
direta com o parto. 

O número de culturas positivas para S.  
aureus, nos recém-nascidos com ruptura 
de bolsa arnniótica é significantemente 
maior do que nos com ausência de ruptura. 
Nos Grupos I e II as porcentagens das 
amostras positivas dos partos com ruptura 
da bolsa arnniótica foram significante
mente maiores do que nos sem ruptura. O 
Grupo III apresentou situação inversa; 
esse fato evidencia que em recém-nasci
dos com maior tempo de vida a presença 
ou ausência da bolsa arnniótica pode não 
interferir na microbiota conjuntival (Ta
bela III). 

Reyisando os estudos de oftalmia neo
natal, Davies e Gothefors(6) acreditam que 
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as infecções anaeróbias da conjuntiva fo
ram subestimadas e sua freqüência ainda é 
desconhecida. 

A análise de alguns estudos sobre oftal
mia neonatal desde 1970 apresenta cultu
ras negativas em porcentagens muito va
riáveis, desde 6% até 87%(27). Essesnúme
ros poderiam sofrer alterações se fosse 
utilizada a metodologia de cultura para 
anaeróbios, pois acredita-se que muitos 
desses casos podem ser falso-negativos(l 1). 

Modelos de infecção estão baseados 
em conceitos de monoetiologia microbia
na que não esclarecem todas as infecções. 
Modelos de sinergismo bacteriano são 
aplicáveis a infecções mistas, principal
mente as associadas à pele e às membranas 
mucosas. Vários exemplos de sinergismo 
bacteriano são descritos e acredita-se que 
bacterias podem auxiliar o estabelecimen
to de uma infecção anaeróbia em um local 
bem oxigenado(7). 

A menos que alguns médicos concor
dem em adicionar alguns itens na colheita 
e cultura de secreções provenientes de 
olhos de indivíduos com infecção conjun
tival, com certeza esses possíveis patóge
nos continuarão a passar despercebidos, 
não sendo considerados como agentes 
etiológicos. 

SUMMARY 

One hundred and ninety three 
samples from the conjuntival fornices 
of newborns during neonatal period 
were obtained and cultured to study the 
conjuntival anaerobic and facultative 
microbial normal flora. 

During the neonatal period the 
newborns were divided in three groups: 
1 - including newborns immediately 
afier birth; II-from birth up to 15 
days; III - newborns up to 28 days. ln 
all those groups S. aureus was the most 
frequent microorganism isolated. 

From 167 positive samples, 183 
positive isolated bacteria were 
obtained. The total of 12 different 
bacteria species were identified with a 
predominance of facultative anaerobic 
bacteria. Among the facultative 

bacteria, Staphylococcus aureus was 
the most frequent, and Bacteroides sp 
was the most frequent among the 
anaerobic bacteria. 

An increase of positive cultures with 
anaerobic bacteria was observed in the 
third group. It was demonstrated that 
there is a higher number of positive 
cultures with S. aureus isoIation in 
newborns with (normal) delivery and 
with rupture of the membrane. 

The present study demonstrated 
normal anaerobic and facultative 
conjuntival normal flora during 
neonatal period and revealed that the 
colonization started immediately afier 
birth, and the number of positive 
cultures is related to the time of 
individual exposure. 
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