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RESUMO

Para oestudo damicrobiota anaerébia e facultativa da conjuntiva normal
derecém-nascidosno periodoneonatal, 193 amostrasdasecreg¢iodofundode
sacoconjuntival foram obtidas.

Durante o periodo neonatal os recém-nascidos foram divididos em trés
grupos: I -recém-nascidosimediatamenteap6s o parto; II-donascimentoaté
15 dias de vida; ITI - 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 asbactériasfacultativas, Staphylococcus aureus foi o microrga-
nismo isolado mais freqiiente e entre os anaerébios Bacteroides sp.

Em todos os grupos, Staphylococcus aureus foi o microrganismo mais
freqiiente. Bactérias anaerdbias obrigatérias foram isoladas em maior fre-
qiiéncia no terceiro grupo. Foi demonstrado maior nimero de culturas
positivaseisolamento de S. aureus em recém-nascidos de parto normal e com
ruptura das membranas.

Opresente estudo demonstra a existéncia deumaflora conjuntivalnormal
efacultativa durante o periodoneonatal,revelando que a colonizagiio comega
imediatamente apés o nascimento e o nimero de culturas positivas esta

relacionado com o tempo de exposigioindividual.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus na conjuntiva, cultura da conjuntiva, conjuntiva de recém-
nascidos, flora anaerdbia, flora facultativa, microbiota anaerébia e facultativa.

INTRODUCAO

A presenga de microrganismos na con-
juntivahumanafoiestabelecidano século
XIX1. A existéncia de microbiota aero-
bica e facultativa na conjuntiva humana
normal ficou comprovada inicialmente
por Khorazo e Thompson em 19353,
seguidode outros estudos onde os autores
detectaram maior freqiiéncia de Staphylo-
coccus epidermidis e Staphylococcus
aureus@3s1519,

Matuura®® apresentou o primeiro estu-
do com comprovagao laboratorial da exis-
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téncia de varias cepas de anaerdbios na
conjuntiva humana.

A colonizagio bacteriana da conjunti-
va do recém-nascido ja foi demonstrada
por varios autores®#1%2527) sendo eviden-
ciada a correlagao entre microbiotas da
vagina materna e da conjuntiva dos re-
cém-nascidos®319, e também a contami-
nagio da cavidade oral e trato gastrointes-
tinal do neonato®.

Bactérias anaerobias obrigatorias, tais
como Bacteroides fragilis, Propionibac-
terium acnes, Propionibacterium sp., Bi-
fidobacterium sp., Peptococcus sp., Bac-
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teroidessp., Peptostreptococcussp., Lac-
tobacillus sp., ja foram detectadas na con-
juntiva de recém-nascidos®!%, bem como
identificadas como agentes etiologicos de
conjuntivites!!3  vlceras de cor-
nea('21820 e endoftalmites®.

No Brasil, o primeiro estudo sobre a
microbiota anaerdbia da conjuntiva de
adultosfoi realizado em 1988 por Campos
et al®) e pelo demonstrado na literatura,
inumeras sdo as possibilidades de isola-
mentos de bactérias anaerdbias no olho
normal e infectado.

A falta de informagio em nosso meio
sobre amicrobiota anaerdbia e facultativa
do recém-nascido e a escassez de traba-
lhos que visam o isolamento destas bacté-
rias conduziram a execugao deste estudo
com os objetivos de:
1-Conbhecer e identificar as microbiotas

anaerobiase facultativas da conjuntiva

normal dos recém-nascidos;

2 -Estudar a relagdo entre a microbiota
facultativaconjuntival noperiodoneo-
natal com otempo de vida, tipode parto
e presenga ou auséncia de bolsa amni-
otica rota.

MATERIAL E METODOS

Duzentasamostrasdesecregaodofun-
do de saco conjuntival de ambos os olhos
de 100 recém-nascidos normais no petio-
do neonatal foram colhidas no Hospital
das Clinicas de Caieiras, localizado na
cidade de Caieiras, Estado de Sao Paulo,
entre abril enovembrode 1988.

Osrecém-nascidos foram divididosem
trés grupos diferentes, de acordo com o
tempo de vida:

GrupoI - recém-nascidos estudados ime-
diatamenteapos o parto, antes da adminis-
ragao de colirio de vitelinato de prata a
10% - *Argirol’’ (usadonarotinadaque-
le hospital para profilaxia de Oftalmia
Neonatal).

GrupoII- 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 informagées
quanto ao tipo de parto, presenga ou au-
séncia de ruptura da bolsaamnidtica antes
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do nascimento foram obtidas da ficha do
hospital. O parto foi considerado *‘sem
ruptura’’ quando esta, espontanea ou pro-
vocada, ocorreu dentro de uma hora antes
donascimentoe ‘‘comruptura’’ quando o
tempo de ruptura foi maior do que uma
hora. Para osrecém-nascidos do Grupo I1I
as informagdes foram obtidas por entre-
vista com as maes.

A colheita das amostras foi efetuada
com auxilio de zaragatoa alginatada esté-
ril,umidecida em solugao estéril de clore-
to de sédio 0,9% e inoculadas asseptica-
mente em 10 ml de caldo PYG (PRAS)
(Peptona/extrato de levedura e glicose
pré-reduzido) e ali mantidas durante o
transporte e a incubagao®. Amostras e
culturas controle foram processadas indi-
vidualmente no Laboratorio de Bactérias
Anaerdbias do Instituto de Ciéncias Bio-
meédicas da Universidade de Sao Paulo.

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

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

A seqiiéncia de cuidados observada
para as amostras esta descrita no esquema
dametodologia.

RESULTADOS

A distribuigdo das espécies microbia-
nas isoladas das culturas das amostras da
conjuntiva de recém-nascidos normais,
segundo os grupos de idade estudados
estaorelacionados 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
variaveis: parto vaginal, parto cesareano,
ruptura de bolsa aminidtica e presenga de
bolsa integra na hora do parto. Para esta
analise foi aplicado o teste de Mac Nemar
e demonstrado que os olhos direito e-es-

TABELA |
Distribuicdo 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
Selemonas sp. 1 1,8
Total 54 100.0
] S. aureus 43 93,4
n=29 S. epidermidis 1 21
Propionibacterium sp 1 21
Veillonella sp. 1 2,1
Total 46 100.0
[[]] 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
Clostridium sp 2 2,5
Bacteroides sp* 1 1,2
Total 83 100.0

n = nimero de recém-nascidos

* Inclui em Bacteroices sp espécies pertencentes aos géneros Prevotella e Porphyromones.
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querdo se comportaram de forma seme-
lhante, assim pudemosanalisar osresulta-
dos obtidos de cada olho comouma amos-
traisolada.

A distribui¢ao do nimero de amostras
positivas para S. aureus, segundo os gru-
pos de idade e o tipo de parto esta relacio-
nada na Tabela II, sendo demonstrado
pelo teste de Homogeneidade de Good-
manque o Grupol é diferente do GrupoIII
para parto vaginal (Tabela II).

A distribuigao das amostras positivas
para S. aureus, segundo os grupos de
idade estudados e a presenga ou nao de
ruptura de bolsaamnidticaestarelaciona-
d4d na Tabela III, e os resultados foram
estudados pelo teste de Homogeneidade
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de Goodman, ficandodemonstradoqueos
Grupos I e Il sao dif erentes do Grupo IIL

DISCUSSAO

A existéncia de uma microbiota anfibi-
ontica na conjuntiva humana normal, no
periodo neonatal, foi evidenciada neste
estudo, pois 88 % das amostras analisadas
forneceramresultados positivos aos testes
microbioldgicos de cultivo bacteriano.
Estesresultados estao corroborados pelos
dados daliteratura pesquisada®!%1122),

A colonizagao bacteriana da pele,
membranas e mucosas,comoda conjunti-
va, que se inicia reconhecidamente logo
apos o nascimento®®), foi também de-

monstrada neste estudo. Com otempode
vida, o niimero de culturas positivas pare-
ce aumentar, o que pode ser observado
quando da analise dos resultados obtidos,
a partir de recém-nascidos do Grupo IIL

O numero de culturas positivas para
anaerobios estritos a conjuntiva imediata-
mente apds o parto, observado por varios
autores®1%:112) foi maior do que o obser-
vado neste estudo. Nesta pesquisa foi iso-
lado o maior nimero de bactérias anaero-
bias obrigatorias imediatamente apds o
parto. Com 24 horas nao houve aumento
significante do niimero de bactérias, o que
sO ocorreu entre 15 e 28 dias de vida. Este
fato pode evidenciar uma colonizagao
anaerobia dependente domeioambiente e
nao somente a colonizagio por bactérias
presentes no canal de parto, como preco-
nizam alguns autores®!'V). Possivelmente a
presenga de enzimas produzidas por bac-
térias facultativas, que catabolizam o oxi-
génio do ar no saco conjuntival com o
tempo de vida, leva a uma melhor defini-
¢ao do nicho ecoldgico.

Bacteroides sp. (grupo fragilis) isola-
dosnaconjuntiva dorecém-nascido, tanto
no Grupo I como no Grupo III, induzem a
possibilidade de contaminagao dessa mu-
cosa com o material de origem fecal, pois
essemicrorganismofaz parte damicrobio-
ta gastrointestinal®®. A principal caracte-
ristica do Bacteroides sp. (grupo fragilis)
esta na possibilidade da presenga de plas-
midio que sendo um DNA auténomo é
responsavel pelaprodugaodeenzimasque
ocasionariam a destrui¢ao da mucosa re-
tal, propiciando a invasao desta por outros
microrganismos. Essas bactérias pode-
riam potencialmente estarenvolvidas, pri-
mariamente, no processo infeccioso, mas
aevolugaodependeria de outro microrga-
nismo.

Campos et al.®) demonstraram que os
anaerdbios mais freqiientes no saco con-
juntival humano normal foram Propioni-
bacterium granulosum (25 %) e Bacteroi-
dessp. (4%) ficando assim demonstrado a
diferengaentre a microbiota do adultoe a
do recém-nascido em nosso meio.

Bactérias anaerobias como Lactobaci-
llus sp., Peptococcus sp., Peptostrepto-
coccus sp., Corynebacterium sp. foram
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TABELAII
Distribuigao do nimero de amostras positivas para S. aureus, segundo os grupos
de idade estudados e o tipo de parto

Tipo de parto
Grupo Vaginal Cesareano Total
etario N2 % Ne % Ne %
| 33 75.0 11 25.0 4 100
] 25 58.1 18 429 43 100
] _ 27 435 35 56.5 62 100
Total 85 57.0 64 43.0 149 100

Teste de homogeneidade de Goodman
Y2 calculado = 12.03 * Y2 critico = 5.99

Comparagao entre grupos (g critico = 2.39)

Ixll 1.69
Ixlil 3.79  *Grupo l) lll para p. vaginal
Ix 1l 1.64

Vaginal X Cesarea — Valores dos limites inferior (LI) e superior (LS) para a diferenga entre as
% observadas no parto vaginal e cesarea.

Grupo!l LI +043
LS +0.56
Grupo I LI +0.07
LS +0.25
Grupo Il LI -0.19
LS - 0.07

TABELAIll
Distribuicao das amostras positivas para S. aureus, segundo os grupos de idade
estudados e a presenca ou néo de ruptura da bolsa amnlética

Tipo de parto
Grupos Sem ruptura Com ruptura Total
etarios Ne % N2 % N2 %
| 09 20,45 35 79,55 4 100
Il 06 15,0 37 92,50 43 100
] 43 69,35 19 30,64 62 100
Total 58 38,92 91 61,07 149 100

Teste de homogeneidade de Goodman

Y2 55.78* Y2 critico 5.99
Grupo I X1l 2.39
Grupo I x Il 15.77 * 1) lll para partos sem ruptura e com ruptura

Grupo I xIll 710 *n) Wl

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

Grupo! L - 0.65
LS1 - 045
Grupo I LI1 - 0.78
LS1 - 0.68
Grupo lll L1 + 0.34
LS1 + 0.44
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identificadas neste trabalho, podendo tra-
tar-se de uma microbiota passageira ou
estarem relacionadas a variagoes geogra-
ficas.

Para os anaerdbios obrigatorios isola-
dos, tanto na conjuntiva de recém-nasci-
dos de partovaginal comonos de cesarea-
no, nao foi possivel relacionar, nem mes-
mo demonstrar uma associagao positiva
com o tipo de parto ou com a ruptura das
membranasamnioticas.

A presenga de maior nimero de cultu-
ras positivas nas amostras do Grupo III,
evidencia a contaminagao ocularrelacio-
nadas ao meio ambiente.

Na conjuntiva do recém-nascido que
nao apresenta infecgao, a freqiiéncia de
isolamentos positivos para S. aureus, ve-
rificada na literatura, variou entre 70% e
85 %1924, Os resultados do presente estu-
do estéo de acordo com estes niimeros. A
freqiiéncia de isolamentos positivos em
cultivospuros ou mistos para S. aureusfoi
de 77%, sendo esta bactéria a mais fre-
qiiente, isolada em 88 % das amostras po-
sitivas.

Staphylococcus epidermidis foi iden-
tificado neste estudo em 3,6% das amos-
trasanalisadas, porcentagemestadiferen-
te da encontrada na literatura consultada,
aqual apresentaporcentagens de culturas
positivas mais elevadas, variandoentre 31
€52% 317212223 NestestrabalhostantoS.
saprophyticus quanto S. intermedius po-
deriamestarclassificados como S. epider-
midis,uma vez que estas espécies somente
foram caracterizadas apds 1984. Mesmo
assim a porcentagem dessa bactéria no
presente estudo, seria menor do que a
observada, na literatura.

A incidéncia alta de S. aureus e baixa
deS. epidermidis provavelmente naoesta
relacionada ao tipo de profilaxia utilizada
na maternidade (vitelinato de prata a
10%), pois, segundo Grumberger e Ko-
fler®, o nitrato de prata, com agao bacte-
ricida mais importante que o vitelinato,
nao altera o parasitismo da conjuntiva
pelo S. aureus.

Segundo Sandstron et al.®®, 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 matemida-
de. Para investigar a validade desta idéia,
estudo semelhante deveria ser conduzido
em outras maternidades com diferentes
padrdes de higiene.

A andlise de culturas positivas de S.
aureus em relagio 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 debactérias na conjuntivalogo
apds o nascimento, mesmo em recém-
nascidos de parto cesareano, demonstra
que o canal de parto nao é a inica fonte de
contaminagao da conjuntiva.

Quando considerado o confrontoentre
as variaveis do parto vaginal e do cesarea-
no, em relagio a idade, pode-se observar
que nos Grupos I e II a porcentagem de
amostras positivas em recém-nascidos de
partovaginalfoisignificantemente maior
do que os de parto cesareano Grupo III
houve inversao desta diferenga (Tabela
II).

Em recém-nascidos com mais de 15
dias a inoculagio de bactérias na hora do
parto provavelmente nao mais interfere
com a microbiota da conjuntiva, que esta-
rarelacionada com as inoculagdes do pro-
prio meio ambiente.

O maior nimero de amostras positivas
em relagao 2o parto cesareano no Grupo
III, evidenciado neste estudo, pode ser
ocasional, nao havendo nenhuma relagao
direta com o parto.

Onumerode culturas positivas para S.
aureus, nos recém-nascidos com ruptura
de bolsa amnidtica é significantemente
maior do que nos com auséncia de ruptura.
Nos Grupos I e II as porcentagens das
amostras positivas dos partos com ruptura
da bolsa amnicdtica foram significante-
mente maiores do que nos sem ruptura. O
Grupo III apresentou situagao inversa;
esse fato evidencia que em recém-nasci-
dos com maior tempo de vida a presenga
ou auséncia da bolsa amniética pode nao
interferir na microbiota conjuntival (Ta-

bela III).
Revisando os estudos de oftalmia neo-

natal, Davies e Gothefors® acreditam que
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as infecgOes anaerdbias da conjuntiva fo-
ramsubestimadas e sua freqiiéncia ainda é
desconhecida.

A anélise de algunsestudossobre oftal-
mia neonatal desde 1970 apresenta cultu-
ras negativas em porcentagens muito va-
riaveis, desde 6% até 87 %@"). Essesniime-
ros poderiam sofrer alteragdes se fosse
utilizada a metodologia de cultura para
anaerdbios, pois acredita-se que muitos
dessescasos podem ser falso-negativos®".

Modelos de infecgdo estdo baseados
em conceitos de monoetiologia microbia-
na que nao esclarecem todas as infecgdes.
Modelos de sinergismo bacteriano sao
aplicaveis a infecgdes mistas, principal-
mente as associadas a pele easmembranas
mucosas. Varios exemplos de sinergismo
bacteriano sao descritos e acredita-se que
bacterias podem auxiliar o estabelecimen-
to deuma infecgao anaerobia em umlocal
bem oxigenado.

A menos que alguns médicos concor-
dem em adicionar alguns itens na colheita
e cultura de secregdes provenientes de
olhosdeindividuos cominfecgao conjun-
tival, com certeza esses possiveis patoge-
nos continuario a passar despercebidos,
nao sendo considerados como agentes
etioldgicos.

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 isolation 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 after
birth, and the number of positive
cultures is related to the time of
individual exposure.
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