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FLORA CONJUNTIVAL BACTERIANA DE OVINOS SADIOS DA RACA
SANTA INES E SEUS MESTICOS CRIADOS NA MICRORREGIAO DE
GARANHUNS, PERNAMBUCO

José Bezerra de ALMEIDA NETO; Fabricio Bezerra de SA2;
Karla Patricia C. SILVA3; Melissa BUZINHANI*.

Em todos os animais existe uma flora bacteriana conjuntival normal. Para correta
avaliacdo dos resultados de qualquer técnica de cultura, é necessario conhecer os
microrganismos considerados como parte da flora normal, diferenciando-os dos
patogénicos. Neste estudo o objetivo foi estabelecer padrdes bacteriol6gicos de
sacos conjuntivais de ovinos sadios. Avaliou-se 60 olhos de 30 animais sem altera-
¢Oes clinicas aparentes. Para o isolamento bacteriano e pesquisa de Mycoplas-
ma, utilizou-se swab do saco conjuntival. Moraxella sp. foi a bactéria mais isolada,
presente em 28,33% (17/60) dos olhos sadios, seguido por Staphylococcus sp.,
23,33% (14/60). Streptococcus sp., 5,00% (3/60), Micrococcus sp., 5,00% (3/60),
Corynebacterium sp., 3,33% (2/60), Bacillus sp., 3,33% (2/60) e Serratiasp., 1,67%
(1/60). O Mycoplasma conjunctivae esteve presente em 15,00% (9/60) das amos-
tras estudadas.

Termos de indexacdo: Moraxella sp., Mycoplasma conjunctivae, ovinos; micro-
biologia.

CONJUNCTIVAL BACTERIAL FLORA OF HEALTHY
OVINES IN PERNAMBUCO STATE, BRAZIL

In all the animals there is a normal conjunctive bacterial flora. For correct evaluation
of the results of any culture technique, it is necessary to know the microorganisms
considered as part of the normal flora, differentiating them from the pathogenic ones.
This study cared to determine bacteriologic patterns from healthy ovine's conjunctival
sacks. Sixty unaffected eyes were studied. For bacterial isolation and Mycoplasma
search, conjunctival swabs were done. Moraxella sp. was the most frequent bacteria
in healthy eyes, 28.33% (17/60), followed by Staphylococcus sp., 23.33% (14/60).
Streptococcus sp., 5.00% (3/60), Micrococcus sp., 5.00% (3/60), Corynebacte-
rium sp., 3.33% (2/60), Bacillus sp., 3.33% (2/60) and Serratia sp., 1.67% (1/60).
Mycoplasma conjunctivae was present in 15.00% (9/60) of samples.

Index terms: Moraxella sp.; Mycoplasma conjunctivae; ovines; microbiology.
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INTRODUCAO

A conjuntiva € a mais exposta de todas
as membranas mucosas. E movel, semi-
transparente e parece Umida e brilhante.
Reveste a superficie interna das palpebras,
interna e externa da terceira palpebra e a
porcéo anterior do globo adjacente ao lim-
bo. O espaco coberto pela conjuntiva é de-
nominado de saco conjuntival (SAMUEL-
SON, 1999; SLATTER, 2001). Est4 conti-
nuamente exposta a agentes infecciosos
como virus, bactérias e fungos. Assim sen-
do, o saco conjuntival geralmente néo é
estéril (STADES et al., 1999).

Em todos os animais existe uma flora
bacteriana conjuntival normal. Acredita-se
gue esta flora natural desempenhe um pa-
pel na manutencao da saude ocular, preve-
nindo o desenvolvimento de organismos
potencialmente patogénicos (DAVIDSON et
al., 1994).

InfecgOes bacterianas foram relatadas
como as maiores causas de doenca ocu-
lar em ruminantes e uma das técnicas mais
comuns para o seu diagnéstico etiologico
€ a cultura de microrganismos, incluindo
bactérias, fungos e virus. Para a correta
avaliacdo dos resultados obtidos, é impres-
cindivel conhecer quais microrganismos
sdo considerados parte da flora normal e
guais sao considerados patogénicos (HAR-
MOR, 2001). Estudos microbiolégicos de
olhos doentes sao dificeis de interpretar, a
menos que se possa compara-los com
estudos similares realizados em olhos cli-
nicamente sadios (SPRADBROW, 1968).

Géneros e espécies bacterianas isola-
das de olhos de ovinos sadios e doentes
incluem: Achromobacter sp., Acinetobacter
sp., Bacillus sp., Corynebacterium sp., Lis-
teria sp., Pasteurella sp., Pseudomonas
sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,
Branhamella ovis, Escherichia coli, Sta-
phylococcus epidermidis (LANGFORD,
1971; EGWU, 1991).

Spradbrow (1968), em estudo para de-
terminar a flora conjuntival de ovinos na
Australia, ndo obteve isolamento em 60%
das amostras coletadas. No restante dos

olhos estudados, encontrou Neisseria ovis
em 24%, Micrococcus sp. em 7%; Strep-
tococcus sp. em 6%. Em algumas poucas
amostras encontrou Achromobacter, Ba-
cillus e Moraxella spp.

Na regidao sul do Brasil, Pires Neto
(1995) encontrou Branhamella ovis, em
cultura pura ou associada a outras bactéri-
as, em aproximadamente 54% das amos-
tras coletadas de ovinos sadios. As demais
bactérias isoladas foram, em ordem decres-
cente de frequiéncia, E. coli, Streptococcus
sp. e Staphylococcus aureus. Nao houve
crescimento bacteriano em 23% das amos-
tras.

Ceratoconjuntivite infecciosa ovina é
uma doenca contagiosa aguda, caracteri-
zada por inflamagé@o da conjuntiva e cor-
nea (GREIG, 1989; EGWU, 1991). Seu exato
agente etioldégico permanece obscuro, pois
uma variedade de microrganismos tem sido
encontrada associada a doenga (JONES et
al., 1976; EGWU et al., 1989). Estudos epi-
demioldgicos em ceratoconjuntivite infecci-
0sa ovina e relatos de transmissao experi-
mental tém incriminado Mycoplasma con-
junctivae como o0 mais provavel agente cau-
sal da doenca. No entanto, sua interrelacao
com outras espécies bacterianas e seu
papel na patogénese permanecem obscu-
ros, bem como o de fatores ambientais que
podem predispor a doenca (LAAK et al.,
1986; HOSIE e GREIG, 1995; RUFFIN, 2001;
ALMEIDA NETO et al., 2004).

Jones (1983) classificou o Mycoplas-
ma conjunctivae como um organismo pou-
€O ou hao-patogénico e provavelmente pre-
sente na flora. E mais comumente isolado
em olhos, mas eventualmente pode ser
encontrado no trato respiratério de caprinos
€ ovinos.

Branhamella spp. foi isolada de olhos
higidos e doentes em ovinos. Sua partici-
pacdo tem sido muito controversa, assim
como sua homenclatura e taxonomia. Iso-
lamentos bacterianos de sacos conjuntivais
de animais sadios demonstraram poucos
organismos. Apenas B. ovis foi isolada con-
sistentemente de olhos de animais jovens
e adultos sadios, representando a maior
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parte da flora residente no saco conjunti-
val. Também foi isolada com mais fre-
guéncia dos olhos afetados, sugerindo
gue este microrganismo pode contribuir
para a severidade da doenga (DAGNALL,
1994 a,b).

M. conjunctivae € comumente isolado
em surtos da doenca, porém pode nao es-
tar presente em todos os animais doentes,
bem como pode ser isolado, com menos
freqUéncia, de animais clinicamente sadi-
0s. Formas intracelulares do organismo, se
presentes, podem ser mais dificeis de iso-
lamento que quando estédo extracelulares
(HOSIE, 1988, RADOSTITS et al., 2000).
Dagnall (1994a) sugeriu que podem existir
diferencas na patogenicidade entre cepas
de M. conjunctivae. Isto poderia resultar em
alguns animais exibindo sintomas de cera-
toconjuntivite e outros nao.

Diante da escassez de referéncias na
literatura especializada, neste trabalho
objetivou-se estabelecer a flora conjuntival
bacteriana de ovinos sadios na microrre-
gido de Garanhuns, Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 ovinos, aparente-
mente sadios, da raca Santa Inés e seus
cruzamentos, machos ou fémeas e de ida-
des variadas, criados em sistema de ma-
nejo semi-intensivo, em diversos plantéis
da Microrregido de Garanhuns, PE. Foram
submetidos a exame fisico geral, de acor-
do com o descrito por Radostits et al. (2000)
e a exame oftalmoldgico (SLATTER, 2001),
onde cada olho foi considerado como uma
unidade experimental, totalizando 60 amos-
tras.

A colheita das amostras foi feita atra-
vés da friccdo de dois swabs secos esté-
reis junto a conjuntiva palpebral de cada
olho. Uma amostra, conservada sob refri-
geracéo, foi encaminhada ao Laboratério de
Doencas Infecciosas da Universidade Fe-
deral Rural de Pernambuco, Recife (PE) e
processada de acordo com Koneman et al.
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(2001). Para a diferenciagéo entre os gé-
neros Branhamella e Moraxella seguiu-se
0 protocolo descrito por Dagnall (1993). A
outra amostra foi encaminhada, em meio
SP4 (TULLY, 1995) sob refrigeragcéo, ao
Departamento de Microbiologia do Instituto
de Ciéncias Biomédicas Il da Universidade
de S&do Paulo, S&o Paulo (SP), para pes-
quisa de Mycoplasma, onde o material cli-
nico foi submetido ao método de extracéo
de DNA descrito por Fan et al. (1995).

Numa primeira etapa, todas as amos-
tras foram submetidas a Reacdo em Ca-
deia da Polimerase (PCR) utilizando-se os
oligonucleotideos iniciadores (primers) gé-
nero-especifico comuns para micoplasma,
acholeplasma, ureaplasma e spiroplasma,
descritos por Van Kuppeveld et al. (1992).
As amostras positivas nesta prova foram
submetidas a uma nova reagdo, com
primers especificos para M. conjunctivae,
descritos por Lauerman (1998).

A andlise dos dados foi realizada de
acordo com Curi (1997), através de distri-
buicéo de freqiiéncias absolutas e relativas
(técnicas de estatistica descritiva).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo da flora conjuntival bacteria-
na destes animais apresentou 0s seguin-
tes resultados (Tabela 1): em 38,33% (23/
60) das amostras ndao houve crescimento
bacteriano. Moraxella sp. esteve presente
em 28,33% (17/60) dos olhos pesquisados.
Em 23,33% (14/60) verificou-se a presen-
¢ca de Staphylococcus sp., sendo 5% (3/
60) destes coagulase positiva. Streptococ-
cus sp., Micrococcus sp., Corynebacterium
sp., Bacillus sp. e Serratia sp. estavam pre-
sentes em 5% (3/60), 5% (3/60), 3,33% (2/
60), 3,33% (2/60) e 1,67% (1/60) dos isola-
mentos, respectivamente (Figura 1). Aocor-
réncia de mais de um género bacteriano por
amostra foi verificada em 8,33% (5/60) dos
casos. A coloracdo de Gram evidenciou a
predominéancia de bactérias Gram (+), com
57,14% das bactérias isoladas.
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TABELA 1 - Resultados do crescimento bacteriano das 60 amostras (n) colhidas dos
sacos conjuntivais de ovinos sadios da raca Santa Inés e seus mesticos, de

acordo com o género bacteriano

Géneros bacterianos Ne de isolamentos/n Percentual de isolamentos
Amostras sem crescimento 23/60 38,33 %
Moraxella sp. 17/60 28,33 %
Staphylococcus sp. 14/60 23,33 %
Streptococcus sp. 3/60 5,00 %
Micrococcus sp. 3/60 5,00 %
Corynebacterium sp. 2/60 3,33 %
Bacillus sp. 2/60 3,33 %
Serratia sp. 1/60 1,67 %
Serratia sp.
Bacillus sp.
. Corynebacterium sp.
‘S,
% Micrococcus sp.
§ Streptococcus sp.
a Staphylococcus sp.
Moracxella sp.
Amostras sem crescimento

0 5 10

15 20 25 30 35 40 45

Percentagem (%)

Figural- Percentagem de crescimento bacteriano das 60 amostras colhidas dos sacos conjunti-
vais de ovinos sadios da raca Santa Inés e seus mesticos, de acordo com género bacte-

riano.

N&o foram encontrados na literatura
cientifica muitos relatos sobre flora bacte-
riana conjuntival de ovinos sadios. O culti-
vo das amostras deste grupo possibilitou o
crescimento de bactérias ja determinadas
por outros autores (SPRADBROW, 1968;
LANGFORD, 1971; EGWU, 1991; PIRES
NETO, 1995) como parte da flora residen-
te. Apenas a Serratia sp. nao tinha sido re-
latada na literatura consultada como parte
da flora conjuntival, mas h& possibilidade

gue seu isolamento seja em decorréncia de
contaminagcdo ambiental, uma vez que este
género faz parte das bactérias do trato in-
testinal (CARTER et al., 1995).

Spradbrow (1968) e Pires Neto (1995)
ndo obtiveram isolamento de bactérias em
60,00% e 23,00% de amostras coletadas
da conjuntiva de ovinos, respectivamente.
Neste trabalho n&o houve crescimento bac-
teriano em 38,33% (23/60). Estas taxas de
nao isolamento podem ser em decorréncia
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do método de coleta, com o swab seco ndo
possibilitando a coleta de uma maior popu-
lacdo bacteriana.

A presenca de M. conjunctivae foi de-
tectada em 15,00% (9/60) das amostras
estudadas. Ocorreu isoladamente em
33,33% (3/9) dos casos e associado ao
Staphylococcus sp. em 22,22% (2/9), a
Moraxella sp. em 22,22% (2/9), ao Micro-
coccus sp. em 22,22% (2/9) e ao Coryne-
bacterium sp. em 11,11% (1/9) dos casos.

A presenca de M. conjunctivae em
amostras de animais sadios, apesar de
pouco freqliente, estd de acordo com 0s
relatos de Surman (1968), Hosie (1988);
Radostits et al. (2000) e Almeida Neto et al.
(2004) que isolaram este microorganismo
em animais clinicamente sadios, porém
com menor freqiiéncia. Surman (1968) su-
geriu que todo ovino pode abrigar Mycoplas-
ma na conjuntiva de uma forma latente, e
sua ativacao ocorre como resultado de trau-
mas ou sob condi¢cbes de estresse.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho,
nas circunstancias metodoldgicas em que
foi executado, permitiram concluir que al-
gumas bactérias como o Staphylococcus
sp., a Moraxella sp. e o Mycoplasma con-
Junctivae fazem parte da flora conjuntival de
animais sem sinais clinicos, devendo-se
levar este fato em consideracéo no que se
refere a epidemiologia, diagnéstico, trata-
mento e controle da ceratoconjuntivite in-
fecciosa ovina.
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