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BARDELLA, J.P Testes oftalmolégicos em Calopsitas (Nymphicus

hollandicus): Produgao lacrimal, microbiota conjuntival e tonometria.

Botucatu, 2022. 58p. Dissertagcdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Faz-se necessaria a descricdo de valores de normalidade em testes
diagnodsticos oftalmoldgicos para Calopsitas (Nymphicus hollandicus), ave
exotica cada vez mais inserida no ambiente urbano e adquirida como “pet” no
meio doméstico, aumentando assim a importancia de atendimento veterinario
especializado para essa espécie. Foram avaliadas 15 calopsitas, totalizando 30
olhos, provenientes de criadores domésticos, adultos e saudaveis ao exame
clinico e oftalmoldgico. As aves foram contidas fisicamente e realizada a
avaliagcdo de produgédo lacrimal, coleta de microbiota conjuntival com ponta de
papel endodéntica padronizada (PPEP), e presséo intraocular com tonometro
de rebote (Icare® Tonovet plus). Os resultados obtidos foram: PPEP 10,73 +
2,59 mm/min; pressao intraocular Tonovet plus modo cdo (11,87 + 1,43
mmHg), modo gato ( 6,73 + 1,36 mmHg), modo coelho (13,13 £ 1,85 mmHg) e
modo cavalo (9,50 +1,28 mmHg). Na microbiota conjuntival verificou-se
predominio de bactérias gram-positivas. A tonometria de rebote, avalizagdo de
producao lacrimal e coleta de microbiota conjuntival com PPEP sdao métodos
de facil execugao e acurados para utilizagao nas calopsitas, sdo mais indicados
devido ao tamanho dos olhos. Os resultados auxiliardo os médicos veterinarios
oftalmologistas no diagnostico e tratamento de doengas oculares em

calopsitas, além de contribuir para pesquisas na area de visao.

Palavras-chave: ave; lacrimal; microbioma; rebote; tondbmetro.



BARDELLA, J.P. Ophtalmic diagnostic tests in Cockatiels (Nymphicus
hollandicus): Tear production, Conjunctival microbiota and Tonometry.
Botucatu, 2022. 58p. Dissertation (Masters) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

This study aimed to describe normal values in ophthalmological diagnostic tests
for cockatiels (Nymphicus hollandicus), an exotic bird increasingly inserted in
the urban environment and acquired as a "pet" in the domestic environment,
thus increasing the importance of specialized veterinary care for this species.
Fifteen cockatiels from domestic breeders, adults, and healthy, were subjected
to a complete ophthalmic examination. The birds were physically restrained for
the tests. The tear production and conjunctival microbiota were performed by a
standardized endodontic absorbent paper point tear test (PPTT), and
intraocular pressure with a rebound tonometer (icare® tonovet plus). Species of
microorganisms isolated were identified by mass spectrometry. The results
obtained were: PPTT 10.73 £ 2.59 mm/min; intraocular pressure Tonovet plus
dog mode (11.87 £ 1.43 mmhg), cat mode (6.73 + 1.36 mmhg), rabbit mode
(13.13 £ 1.85 mmhg) and horse mode (9.50 £ 1.36 mmhg). In the conjunctival
microbiota, gram-positive bacteria were predominant. Rebound tonometry, tear
production assessment, and conjunctival microbiota collection with PPTT are
easy and accurate methods for use in cockatiels; they are indicated due to the
size of the eyes. The results will help veterinary ophthalmologists diagnose and
treat eye diseases in cockatiels, in addition to contributing to research in the

area of vision.

Key words: bird; lacrimal; microbiome; rebound; tonometer
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1 INTRODUGAO

A calopsita (Nymphicus hollandicus) € uma ave da ordem
Psittaciformes, constituida pela familia Cacatuidae (cacatuas, calopsitas)
e Psittacidae (araras, papagaios, periquitos, maritacas) (GRESPAN &
RASO, 2014; GALETTI et al., 2002; CUBAS, 2006).

Segundo Cubas (2006), as aves desta ordem estédo distribuidas
no mundo todo, sobretudo nos neotropicos. O maior numero de espécies
se concentra na América do Sul e Australia. O Brasil € o pais com a maior
diversidade de psitacideos. Em geral, os Psittaciformes s&o aves diurnas
e arboricolas. S&o caracterizados por grande diversidade de tamanhos,
formas e cores. As calospsitas sao originarias da Australia, pesam de 80
a 102g e tém expectativa de vida em cativeiro de 10 a 12 anos.

Os Psittaciformes sado aves extremamente populares pela
natureza sociavel, inteligéncia, coloragdo exuberante e capacidade de
imitar sons, o que os torna, de modo geral, as aves mais frequentemente
mantidas como animais de estimacdo no mundo, e com o
desenvolvimento desse mercado, é exigido cada vez mais capacitagdo do
meédico veterinario de aves (CUBAS, 2006).

Enquanto a oftalmologia de mamiferos nas espécies domésticas
ja esta bem estabelecida, nota-se que ainda existe a necessidade de
informacéo sobre parametros basicos de diferentes espécies de animais
selvagens, tais como a mensuragdo da camada aquosa do filme lacrimal,
medidas oculares aferidas com paquimetro convencional, espessura
corneal, pressao intraocular e sensibilidade da superficie corneal. Tais
limitagbes em exames prejudicam a qualidade dos procedimentos clinicos
e cirurgicos da oftalmologia dos animais selvagens (CARVALHO, 2018;
LANGE, 2012).

Neste contexto, considerando o crescente atendimento

oftalmolégico especializado para animais exoéticos e selvagens, e a



escassez de publicacbes nesta area, foi idealizado o presente estudo
visando descrever valores de referéncia de varidveis no exame
oftalmolégico das calopsitas (Nymphicus hollandicus), relacionadas a
mensuracdo da produgcdo lacrimal e pressédo intraocular, usando o
tondmetro de rebote Tono Vet® plus bem como identificar a microbiota
conjuntival. Particularmente para o tondbmetro de rebote Tono Vet® plus,
pretende-se avaliar os diferentes modos para a espécie, visto que o
aparelho ndo possui o modo aves, calibrado para o modo céo, gato,

cavalo e coelho.
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2.1

2 REVISAO DA LITERATURA

Calopsitas

Segundo Tarciano (2010), a criagcdo de calopsitas
(Nymphicus hollandicus) tem se intensificado recentemente, em virtude de
caracteristicas préprias como baixo custo de aquisicdo, facilidade de
manejo, dispensa de registro comercial pelo IBAMA e 6tima adaptacgao
aos locais de criagdo. Com o crescente interesse pela comercializacao
dessas aves, torna-se de fundamental importancia estudos com a
fisiologia e patologia desses animais, com o intuito de auxiliar os
veterinarios nos diagndsticos das possiveis doengas que acometem as
calopsitas.

Conforme Benez (2001), em 1838, John Gould, ornitdlogo inglés,
autor bem sucedido de livros sobre histéria natural, enfocando
principalmente aves, visitou a Australia objetivando conhecer sua fauna,
ainda pouco descrita. Nas suas publicacées em 1840 destacou a beleza
das aves daquele continente, em especial a calopsita.

Essas aves tém seu nome derivado da palavra aleméa "kakatielje",
que significa "pequena cacatua" e o nome cientifico € Nymphicus
hollandicus, que significa "Deusa da Nova Holanda", antigo nome da
Australia (entre 1700-1800). Ainda é creditado ao pesquisador John Gould
como sendo o primeiro a levar calopsitas para fora da Australia,
contribuindo decisivamente para a divulgacao da espécie (BENEZ, 2001).

Na natureza, as calopsitas possuem o chamado padrao silvestre
ou normal, mas quando surgem aves mutantes, ostentando outras
combinacgdes de cores, elas dificiimente sobrevivem por se apresentarem
como vitimas mais faceis de predadores, visto a coloracdo destacada

promover identificagdo rapida da ave (RUPLEY, 1999).



2.2

Segundo RUPLEY (1999), em cativeiro, o sistema social &
bastante complexo. Os adultos apresentam comportamento social pouco
gregario, ao contrario dos jovens que tendem a aglomeragéo, comumente
permanecendo em grupos compactos como forma de defesa. Além disso,
se forem amansadas desde filhotes, adquirem comportamento docil,
podem assobiar e algumas chegam até a “falar”. Os machos tém essa
capacidade, sendo que as fémeas apenas assobiam.

Conforme Cubas (2006), a maioria das espécies de psitacideos é
considerada generalista quanto a dieta, envolvendo sementes, brotos,
castanhas, coquinhos, frutas, flores e outros vegetais. Determinadas
especies consomem também insetos e pequenos animais. Outras se
alimentam de frutos verdes, que contém grande quantidade de taninos
potencialmente téxicos e, para eliminar os efeitos prejudiciais, comem
argila de barrancos de rios, material que atua como suplemento de sais

minerais.

Olhos e visao

A visdo é de vital importancia para as aves. Assim entender a
anatomia e fisiologia especifica do olho e seu diferencial, comparado com
outras espécies, € crucial para firmar o diagndstico preciso da doenga
ocular (WILLIAMS, 2012).

Nos papagaios os olhos sao posicionados lateralmente na
cabeca, com pouca sobreposicdo em seus campos visuais. Esta
caracteristica resulta em visdo mais abrangente, explicando o giro
frequente da cabecga lateralmente, objetivando melhor visdo dos objetos
(MARTIN, 2021).

Machado et al. (2006) descreveram em detalhes a variagao
interespécies na estrutura o6ssea orbital de aves psitaciformes,
classificados em dois grupos. Um grupo tinha uma orbita 6ssea completa
formada pela jungéo dos processos orbital e pés-orbital formando um arco
suborbital. O segundo grupo néo tinha o arco suborbital e tinha uma érbita
O0ssea incompleta aberta tipica de aves mais evoluidas; mesmo neste

grupo, processo orbital e pds-orbital estavam presentes. O grupo que



possuia Orbita completa, representado por: periquito (Melopsittacus
undulates), calopsita (Nymphicus hollandicus) e cacatua (Cacatua
Sulfurea), tinham uma caracteristica distintiva adicional. O processo
zigomatico desses cranios aderiu ao processo pos-orbital e ao arco
suborbital, resultando em um pequeno forame localizado entre essa
estrutura fundida e a fossa temporal.

Os bulbos oculares das aves sao grandes e apresentam-se de
trés formas: plana, globosa ou tubular, sendo a forma plana a mais
comum, um eixo antero-posterior curto e uma regiao ciliar pacialmente
cbncava (HOLMBERG, 2008). A maioria das aves, incluindo
passeriformes e psitaciformes, apresenta um bulbo anterior-
posteriormente um pouco achatado, formando um esferdide oblato com
um segmento posterior hemisférico (WILLIAMS, 2012).

Segundo Holberg (2008) a forma do bulbo é mantido pela
cartilagem escleral hialina, juntamente com 10 a 18 ossiculos esclerais,
que contribuem para a acomodacéao, tornando-se um suporte para a agcao
do musculo ciliar na lente. Os seis musculos extraoculares comuns aos
mamiferos estao presentes: quatro retos e dois obliquos, mas sao pouco
desenvolvidos, o que limita a movimentacdo do bulbo ocular. O musculo
retrator do bulbo estd ausente, mas €& substituido pelos musculos
piramidal e quadrado, que sao responsaveis pelo movimento da terceira
palpebra. As aves tém palpebras superiores e inferiores, sendo a inferior
mais movel e as glandulas meibomianas estao ausentes.

Nas aves, a membrana nictitante ou terceira palpebra, € bem
desenvolvida, ativamente mével, 90% transparente, fina e coberta por
uma camada papilar de epitélio. Origina-se na érbita dorsomedial, cobre o
globo e estende-se ventrolateralmente. A borda da terceira palpebra atua
coletando e distribuindo o filme lacrimal ao longo da superficie da cornea
(HOLMBERG, 2008; GELATT, 2014).

O filme lacrimal é produzido pela glandula lacrimal, localizada
inferotemporalmente, e glandula de Harder, adjacente a esclera, préxima
a base da membrana nictitante, mas nao pertence a mesma
(HOLMBERG, 2008; GELATT, 2014). A glandula de Harder é a principal



fonte lacrimal nas aves (WILLIS e WILKIE, 1999; BAYON, 2007). A
drenagem de lagrima ocorre através do ducto nasolacrimal (HOLMBERG,
2008).

Na maioria das espéciesde aves, a cérnea é relativamente fina
(CANDIOTO, 2011; WILLIAMS, 2012), com exceg¢ao de algumas aves de
rapina diurnas e aves aquaticas (CANDIOTO, 2011). Possui cinco
camadas (epitélio, membrana de Bowman, estroma, membrana de
Descemet e endotélio) (WILLIS & WILKIE, 1999).

Segundo Kafarnik et al. (2007), apos avaliagao por
microscopia confocal in vivo (MCIV) em 37 caes, 34 gatos e cinco
Psittaciformes, concluiram que aves apresentaram varias diferencas
estruturais em suas corneas. As células do epitélio exibiam nudcleos muito
maiores e de formato irregular. A membrana de Bowman apresentou-se
como uma camada acelular com refletividade homogénea e estrutura
semelhante a dos primatas. Os ceratdcitos tinham nucleos radiais e se
localizavam de forma estritamente paralela. As células endoteliais
mantinham forma hexagonal uniforme.

A camara anterior da maioria dos olhos das aves é
consideravelmente mais rasa em comparagao aos mamiferos, exceto nas
corujas que tém uma camara anterior profunda (WILLIAMS, 2012).

Conforme Holberg (2008) a musculatura da iris é
predominantemente estriada, embora apresente quantidade limitada de
musculo liso e mioepitélio dentro do musculo dilatador. A acomodagao do
olho das aves é realizada por meio de trés mecanismos: mudanga na
curvatura da cérnea, deformacado e movimento anterior da lente, também
denominada cristalino. Trés musculos estdo envolvidos na acomodacao:
musculo de Crampton, musculo de Bricke e o musculo de Mdller.

Para permitir a acomodag¢ao mais rapida, a lente aviaria € mais
macia e maleavel que a dos mamiferos, sendo relativamente esférica nas
espécies noturnas e achatadas anteriormente nas espécies diurnas
(HOLMBERG, 2008). Sua deformacgéo € também causada pela pressao
do musculo circunferencial da iris, que abaula a por¢ao central da lente

aumentando seu poder de refragdo (WILLIAMS, 2012).
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O angulo iridocorneal € bem desenvolvido e apresenta dois
canais anulares de drenagem (GELATT, 2014). Possui malhas
trabeculares extensas e ligamentos pectinados bem desenvolvidos; em
algumas aves é possivel observar essa conformagéo, sem auxilio da lente
para gonioscopia (RODARTE ALMEIDA et al., 2013).

O fundo do olho aviario caracteriza-se por ser um dos mais
interessantes entre as espécies. Na oftalmoscopia indireta revela um
grande pecten vascular pigmentado, apresentando tamanho variavel,
estendendo-se no vitreo (HOLMBERG, 2008, GELATT, 2014); este cobre
o disco optico, obscurecendo sua visdo (GELATT, 2014).

O pecten é relacionado com a nutrigdo da retina, participagao
da produgdo e movimentacdo de fluidos intraoculares e,
consequentemente, da pressao intraocular (BELLHORN, 1997,
FERREIRA et al.,, 2016). As trés formas de pecten descritas sdo as
plissadas, encontradas na maioria das espécies, em forma de asa ou
palhetas, presente nos avestruzes e cénico no kiwi (HOLMBERG, 2008).

A retina das aves €& atapetal e a maioria das espécies
apresentam uma févea distinta (WILLIAMS, 2012). A févea apresenta-se
como uma pequena depressdo central na retina onde existe um denso
arranjo de células receptoras e no centro € obtida maior acuidade visual,
devido a auséncia de outras camadas da retina sobre os fotorreceptores.
Como consequéncia, esta regiao apresenta alta capacidade de resolugao
(CANDIOTO, 2011).

Testes oftalmolégicos

Diagnéstico precoce e correto das afecgbes oculares é
essencial para um resultado clinico de sucesso e um tutor satisfeito.
Depende quase completamente de sistema ordenado e exame ocular
completo (MAGGS, 2008).

De acordo com Bayon et al. (2007) o exame oftalmoldgico em
aves é semelhante ao que é realizado em mamiferos, com algumas

peculiaridades derivadas de suas diferengas anatdmicas e fisiologicas.
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Inicialmente, deve-se obter dados da histéria clinica completa, bem como
um estudo do habitat e nutrigao.

O exame é€ realizado em etapas e segue uma ordem de
realizagdo para ndo comprometer alguns resultados; a sequéncia correta
inclui inspecao, avaliagao de reflexos, teste de producao lacrimal, coleta
de amostras, avaliacdo do segmento anterior com feixe de luz,
tonometria, teste de fluoresceina, indugcdo de midriase e avaliacdo do
segmento posterior com auxilio de oftalmoscopia direta ou indireta
(MAGGS, 2008).

Segundo Willis e Wilkie (1999), é importante a avaliagdo da
aparéncia geral da cabega, regido periocular, posi¢ao ocular, mobilidade e
simetria do globo, tamanho e simetria das pupilas. Observar também as
penas perioculares e quaisquer descargas oculares, incluindo descarga
das narinas, que podem indicar infeccdo concomitante do trato
respiratorio superior.

O exame do segmento anterior e estrutura periocular sao
realizados por meio de um feixe de luz de um biomicroscépio de lampada
de fenda, necessario para examinar os olhos pequenos de algumas
especies de aves, pois permite a ampliacdo e visualizagdo de pequenas
lesées (MAGGS, 2008).

2.3.1 Reflexos oftalmolégicos

Segundo Gelatt (2014), as respostas das aves aos reflexos
relacionados aos olhos diferem dos mamiferos em alguns aspectos. A
resposta palpebral eata presente com a palpebra inferior cobrindo o bulbo
mais extensivamente do que a palpebra superior; os movimentos da
membrana nictante sdo proeminentes. As respostas de ameacga parecem
inconsistentes mesmo em aves com visao evidentemente normal. Assim,
a resposta de ameacga ausente tem pouco significado diagnéstico.

O reflexo pupilar direto a luz pode ser avaliado com o uso de

um feixe de luz em uma sala com pouca iluminagdo, porém movimentos



11

espontaneos da pupila podem ocorrer em situagcdes de excitacdo, por
conta do controle voluntario. Dessa forma, os reflexos indireto ou
consensual ndo sdo esperados em aves, devido a intersegdo completa
das fibras do nervo O&ptico (BAYON et al, 2007). No entanto,
eventualmente respostas discretas podem ser evidenciadas, ja que os
olhos sdo separados pelo delgado septo interorbital (BAYON et al, 2007).
O comportamento de evitagao € um indicador mais confiavel de visao do
que o reflexo de ameaca (GELATT, 2014).

O reflexo corneal ndo é examinado rotineiramente em aves,
quando realizado pode-se observar a resposta pelo movimento de piscar
e movimento da terceira palpebra (BAYON et al, 2007). Como os
musculos retratores do bulbo estdo ausentes nas aves, a retragdo do
bulbo ndo é uma caracteristica relacionada a resposta de reflexo ocular
(GELATT, 2014).

2.3.2 Avaliagcao da producgao lacrimal

A fracdo aquosa do filme lacrimal € um importante parametro
fisiolégico avaliado durante o exame oftalmico (CUBAS, 2007; FOWLER,
2008). Em muitas espécies, o pequeno tamanho do bulbo dificulta o uso
de técnicas convencionais para sua afericdo, necessitando de técnicas
alternativas para as quais ndo ha valor de referéncia padrao (LANGE,
2014).

Os principais métodos quantitativos descritos para a avaliagcao
da por¢cao aquosa do filme lacrimal em aves sdo: o teste lacrimal de
Schirmer (TLS), teste lacrimal de Schirmer modificado (TLSm), teste
lacrimal de fenol vermelho (TLFV) e teste lacrimal com ponta de papel
endodéntica padronizada (PPEP) (LANGE et al., 2012; LANGE et al.,
2014)

Segundo Maggs (2008), o teste lacrimal de Schirmer (TLS) é
um método semiquantitativo de avaliar a produg¢do da porcdo aquosa do
filme lacrimal. Deve ser realizado antes da instilagdo de qualquer colirio,
porque aumentariam artificialmente, mas temporariamente, o valor do

TLS. Procedimentos manipulativos, como raspagens de cdrnea ou
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conjuntiva, lavagem do aparelho lacrimal e até mesmo a aplicacédo de
luzes brilhantes em um olho inflamado resultard& em valores de TLS
artificialmente elevados. Por estas razdes, se o TLS for executado, deve
ser feito como o primeiro componente do exame oftalmoldgico.

A técnica consiste em inserir a extremidade de uma tira de
papel de 0,5 cm de largura por 3,5 cm de comprimento, milimetrada, no
saco conjuntival inferior, de modo que toque a cornea e 1 minuto em
animais (OLLIVIER et al., 2007). A tira de teste de lagrima de Schirmer é
muito larga para ser colocada em muitos olhos de aves e, mesmo que
fosse do tamanho certo, a quantidade de lagrimas produzidas em um
minuto ndo seria suficiente para produzir um comprimento mensuravel de
umedecimento (WILLIAMS, 2012).

No teste lacrimal de Schirmer modificado (TLSm) corta-se a
tira de papel de filtro longitudinalmente para reduzir pela metade sua
largura (KORBEL, 1998). Os problemas desse teste € que existem poucos
dados para espécies diferentes de aves sobre qual é a molhabilidade
normal de uma tira de teste de meia largura e se tratando de um método
de confeccdo manual e nao padronizado, sua acuracia se tornou
questionavel (WILLIAMS, 2012; SMITH et al., 2015).

HOLT et al. (2006) foram pioneiros na utilizagdo de fenol
vermelho em aves. O teste consistiu na impregnacdo de um fio de
algoddao com um corante amarelo (fenol vermelho). Este corante é
sensivel ao pH alcalino e quando absorve a lagrima (que é ligeiramente
alcalina) torna-se vermelho. O fio de algod&o é posicionado sob o rebordo
da palpebra com o auxilio de uma pequena pinca. As palpebras foram
mantidas fechadas e o fio removido apds 15 s. Todo o comprimento da
porcao vermelha (area molhada) do fio € medida a partir da ponta (ndo da
dobra) e os resultados registrados em milimetros.

As pontas de papel endodénticas padronizadas (PPEP) séo
feitas de canhamo de manila (Musa textillis), também conhecida como
planta de abacd (LANGE et al.,, 2012). PPEP s&o utilizadas em
tratamentos odontolégicos para secar canais radiculares, aplicar

medicamentos e selantes, controlar hemorragias em pulpectomia parcial e
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obter amostras de culturas microbiolégicas intracanal (BOYD, 2019;
CUNHA et al., 2008). Esses cones de papel estéril sdo padronizados com
um diametro distal de 0,30 mm, permitindo a insercdo no fornice
conjuntival mesmo nas menores espécies de interesse do oftalmologista
veterinario (LANGE et al., 2012 e LANGE et al., 2014).

Devido as suas dimensdes e propriedade absorvivel, as PPEP
ganharam espac¢o na oftalmologia como um novo método de quantificar a
lagrima, principalmente em espécies as quais outros métodos ndo sao
uma opcgao (LANGE et al., 2012 e LANGE et al., 2014). As PPEP tem
como objetivo superar as limitagdes e permitir a comparagao entre as
espécies (LANGE et al., 2012 e LANGE et al.,, 2014). Apresentam
diferentes dimensdes, de acordo com a marca, assim como o poder de
absorcao. Zipperer, Maillefer e Roeko sao as marcas com menor desvio
padrdo e, portanto, mais usadas em estudos (PUMAROLA-RUNE et
al.,1998).

ApoOs a inser¢cao da PPEP no foérnice conjuntival inferior lateral,
espera-se 1 minuto para a leitura; a porcdo umedecida se torna flexivel e
€ possivel dobra-la sobre uma régua padrao e determinar seu valor em
milimetros (LANGE et al, 2012).

KANE et al. (2021) em um estudo com 25 calopsitas
(Nymphicus hollandicus), obteve valor médio para fissura palpebral
horizontal de 5,45mm e elegeram as PPEP para este estudo devido a
pequena fissura palpebral observada em calopsitas. Os autores
empregaram um intervalo de 15 segundos de duragdo no teste, para
acomodar o temperamento do paciente e minimizar o estresse associado
a uma contencado mais prolongada. Conclui-se que as PPEP foram bem

toleradas por grande parte das aves ao longo no estudo.

2.3.3 Pressao intraocular
De acordo com Maggs (2008), por muito tempo a tonometria tem
sido utilizada simplesmente como um método de diagndstico de
glaucoma. No entanto, também é um método de diagndstico de uveite
anterior e de confirmagdo do diagnostico de todas as outras causas de
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olho vermelho, como ceratite, conjuntivite, esclerite e celulite orbitaria.
Para seguir a confirmagdo de uveite e glaucoma, a tonometria € um
meétodo essencial e talvez o mais importante para monitorar a resposta a
terapia.

O tonémetro de aplanacao € um dos instrumentos mais precisos e
confiaveis para diagnosticar doengas intraoculares de animais
(JEONG,2007). No entanto, fatores fisicos oculares como curvatura e
espessura da coérnea, rigidez escleral e viscosidade do filme lacrimal
podem influenciar a avaliacdo de PIO por tonometria de aplanagao
(JEONG,2007).

Segundo Maggs (2008), o principio da tonometria de aplanagéo &
que a forgca necessaria para achatar uma determinada area de uma esfera
€ igual a pressao dentro da esfera (a lei de Imbert-Fick). Portanto, se a
area for conhecida (o tamanho da plataforma) e a forca € medida, a
pressao pode ser calculada. Apesar de existirem varios tipos de
tondbmetros de aplanacdo, a maioria comumente usada na pratica
veterinaria geral e especializada é o Tono-Pen. Antes do uso, é
necessaria a instilagdo de uma gota de anestésico topico na cornea.

A mensuragdo da PIO em animais exoticos é realizada com os
mesmos tondmetros utilizados em animais domeésticos, contudo, em
determinadas espécies de aves, ha limitagdo do uso de alguns aparelhos
devido ao tamanho do olho (WILLIAMS, 2012). Em olhos pequenos, o
problema é que a tonometria de aplanacédo usando o Tono-Pen, tem uma
plataforma muito grande para olhos com didmetro da cérnea menor que 5
mm, como no caso das calopsitas (WILLIS & WILKIE, 1999; WILLIAMS,
2012). O tonémetro de rebote Tonovet, projetado primeiro para uso em
roedores de laboratério, € inestimavel em muitas espécies pequenas
(WILLIAMS, 2012).

A tonometria de rebote (impacto ou dindmica) usa um diferente
principio mecanico para aferir a PIO (GELATT, 2014). Uma pequena
sonda (como um pino de metal com uma extremidade arredondada) é
eletromagneticamente impulsionada rapidamente, de uma distancia fixa

da cornea, para entrar em contato com a coérnea antes de retornar
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(rebote) para o instrumento (GELATT, 2014). O instrumento avalia as
caracteristicas de rebote (desaceleragao da sonda): olhos com PIO mais
alta causam uma desaceleragcao mais rapida da sonda e menor tempo de
retorno ao instrumento do que aqueles com menor PIO (GELATT, 2014).
A técnica é afetada pela tensido da superficie ocular e deve ser realizada
idealmente antes da aplicacao de qualquer medicamento tépico, incluindo
anestésicos topicos (GELATT, 2014). Apesar dessa recomendagao, dois
estudos revelaram que os resultados da PIO ndo foram afetados pela
anestesia topica (GORIG et al., 2006; RUSANEN et al., 2010).

A técnica foi desenvolvida ha mais de 50 anos e s6 recentemente
passou por um ressurgimento da popularidade devido ao langamento de
um novo tonbmetro de rebote, fabricado como Tonovet ou iCare
(MAGGS, 2008).

Segundo Gloe (2019), o Tono Vet® plus contém atualizagbes
destinadas para melhorar a precisdo e a facilidade de uso. Possui
configuragbes especificas para coelhos, gatos, cades e cavalos. Além
disso, foram adicionados recursos que garantem que as leituras sejam
obtidas apenas quando o tondmetro € mantido a uma distancia apropriada
e no plano correto em relagéo a superficie ocular.

A mensuracao do tonometro de rebote é feita a uma distancia de
4 a 8 mm do olho (KONTIOLA, 2000; REUTER et al, 2010; Icare®
Tonovet tonometer instruction manual, 2013; Icare® Tonovet Plus
tonometer instruction manual, 2016). Tanto para Tonovet ou Tonovet Plus
o resultado da PIO é uma média de seis medigdes, fornecido em mmHg
de forma rapida e também possuem desvio padrdo indicados no visor e
recomendam que a pressao seja refeita em casos de desvios entre 2,5 a
3,5 mmHg (KONTIOLA, 2000; Tono-Pen XL® tonometer user's guide,
2012, Icare® TONOVET tonometer instruction manual, 2013; Icare®
TONOVET Plus tonometer instruction manual, 2016).

Vantagens significativas deste método sobre outros incluem
portabilidade entre usuarios e a capacidade de obter medi¢des in vivo
sem anestésicos topicos (DANIAS, 2003). Outras vantagens do tonometro

de rebote sdo: ter uma ponta de sonda muito pequena (1.3- 1,8 mm) que
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torna adequado para olhos muito pequenos, como em muitas espécies
exoticas, e a ponta é descartavel, podendo ser trocada na presenca de
doencas significativas (GELATT, 2014).

N&o foram identificados, do conhecimento dos autores, outros
estudos da PIO utilizando Tonovet Plus em calopsitas para comparacao,
nem qual seria 0 melhor padrao, considerando as espécies disponiveis no
tondbmetro de rebote (Tonovet Plus), ja que ainda ndo ha um modo
especifico para aves disponivel.

2.3.4 Microbiota conjuntival

A microbiota ocular € formada pela associacdo de
microorganismos presentes na conjuntiva do hospedeiro, usualmente,
encontrados no ambiente em que vivem e interagem com o sistema
imune do hospedeiro, mantendo-se estavel em animais clinicamente
sadios (EICHENBAUM et al., 1987; ANDRADE et al., 2002).

ApoOs realizar o exame oftalmolégico completo, quando na
presenga de secregao ocular, o médico deve obter swabs conjuntivais
para exame citologico e cultura apropriada (HOLMBERG, 2008). A coleta
de amostras para cultivo microbioldgico usualmente é realizada utilizando-
se swabs estéreis, sem a aplicagdo de colirio anestésico prévio, que
podem inibir o isolamento de microorganismos (LEBER, 2016). O swab é
colocado em contato com a conjuntiva ocular, sem tocar nas palpebras, e
inserido no meio de transporte para cultivo até que seja realizado o cultivo
mircrobiologico (LEBER, 2016).

As PPEP sado recomendadas como método de diagndstico
microbiolégico de amostras subgengivais, por ndao ser um método
invasivo e serem transportadas de maneira facil (HARTROTH, 1999).

Sessa (2020) descreveu o uso de PPEP para coleta de
material microbiolégico conjuntival em sagui de tufo preto e concluiu que o
método foi eficiente e de facil uso, tornando-a alternativa na avaliagao

microbiana conjuntival de animais com aberturas palpebrais pequenas.
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Ressalta-se, também, que se encontra de forma industrial o material
esterilizado, possibilitando amplo acesso.

A infeccdo da conjuntiva ocorre quando ha aderéncia,
penetracdo, invasao, persisténcia e replicagdo de microorganismos
potencialmente patogénicos (UESUGUI et al.,, 2002). A conjuntivite € a
doenca ocular mais comum em aves de cativeiro (HOLMBERG, 2008). Os
sinais clinicos geralmente envolvem secregdo serosa ou seropurulenta,
blefaroespasmos e hiperemia conjuntival (HOLMBERG, 2008). Patogenos
oculares induzem conjuntivites, ceratites, endoftalmites e uveites e
quando nao tratadas corretamente e precocemente podem ameacar a
visdo (BANKS et al., 2019).

Zenoble et al. (1983) realizaram estudo da microbiota
bacteriana da conjuntiva e cérnea em psitacideos sadios, sendo eles:
Papagaio amazona (Amazona spp.), papagaio-cinzento (Psittacus
erithacus), papagaio do senegal (Poicephalus senegalus) e cacatua
(Cacatua spp.). Em de 151 olhos foram isoladas bactérias em 63% das
amostras. A microbiota mais comum presente no saco conjuntival em
psitacideos ¢é constituida por bactérias gram positivas, incluindo
Staphylococcus epidermidis (25%), Streptococcus alfa-hemolitico (25%),
Corynebacterium sp. (7%.) e Staphylococcus aureus (5%). As bactérias
Gram negativas sao raras e relatadas em cerca de 1% das amostras.

Em levantamento da microbiota bacteriana conjuntival,
coletadas com swabs tradicionais, em 65 aves de rapina, Dupont et al.
(1994) estabeleceram que as bacterias gram-positivas predominaram
sobre as gram-negativas, sendo que 97 (89,0%) de todos os 109 isolados
bacterianos foram gram-positivos e Staphylococcus foi o género mais
frequente (49,5%), seguido de Corynebacterium spp (27,5%).

Miller et al. (1995) isolaram 112 bactérias do saco conjuntival
de 48 diferentes espécies de grous usando método de coleta swab com
mini-ponta de alginato de calcio umedecida. Relataram que 58% das
bactérias isoladas foram gram-positivas, das quais Corynebacterium spp.
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Bacillus spp. foram as mais

prevalentes.
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Moncédo et al. (2016) realizaram estudo com parametros
oftalmolégicos com araras, e realizaram cultura do fornix conjuntival em
12 aves, utilizando swabs estéreis tradicionais. Dos isolados, 74,28%
foram gram-positivos, incluindo:  Staphylococcus sp. (37,14%)
Micrococcus sp. (11,43%) Staphylococcus epidermidis (11,43%)
Staphylococcus aureus (14,28%).

Na ultima década, a utilizacdo da analise protebmica por
espectrometria de massas (MALDI-TOF) difundiu-se para a identificagao
de bactérias, proporcionando diagndéstico molecular de alta precisdo, em
curto espacgo de tempo (MAKITA, 2019). A técnica se fundamenta na
ionizagao de proteinas, cuja propor¢cdo de massa por carga e espectro de
massa podem ser estimados sob a forma de espectros, unicos para cada
agente (SINGHAL et al.,, 2015). O MALDI-TOF MS é uma tecnologia
automatizada, de alto rendimento, aplicavel a grande variedade de micro-
organismos e indiscutivelmente benéfica para diagndstico de microbiota
clinica (CROXATTO, 2012; PATEL, 2014).
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3. OBJETIVOS

Descrever valores de referéncia de normalidade de produgao
lacrimal, andlise da microbiota conjuntival e presséo intraocular de
calopsitas (Nymphicus hollandicus) com o tonémetro de rebote Tono Vet®

plus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar a produgédo lacrimal com teste de Schirmer (TSL-I),
utilizando ponta de papel endodéntica padronizada (PPEP);

2) Analisar a microbiota conjuntival em olhos normais
empregando o meétodo de coleta com ponta de papel endoddntica
padronizada (PPEP);

3) Avaliar a pressao intraocular das calopsitas com os
tondmetros de rebote Tono Vet® plus e definir valores médios para cada

modo (c&o, gato, cavalo e coelho).
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ABSTRACT

This study aimed to describe normal values in ophthalmological diagnostic tests
for cockatiels (Nymphicus hollandicus), an exotic bird increasingly inserted in the
urban environment and acquired as a "pet" in the domestic environment, thus
increasing the importance of specialized veterinary care for this species. Fifteen
cockatiels from domestic breeders, adults, and healthy, were subjected to a
complete ophthalmic examination. The birds were physically restrained for the
tests. The tear production and conjunctival microbiota were performed by a
standardized endodontic absorbent paper point tear test (PPTT), and intraocular
pressure with a rebound tonometer (icare® tonovet plus). Species of
microorganisms isolated were identified by mass spectrometry. The results
obtained were: PPTT 10.73 + 2.59 mm/min; intraocular pressure Tonovet plus
dog mode (11.87 + 1.43 mmhg), cat mode (6.73 + 1.36 mmhg), rabbit mode
(13.13 £ 1.85 mmhg) and horse mode (9.50 £ 1.36 mmhg). In the conjunctival
microbiota, gram-positive bacteria were predominant. Rebound tonometry, tear
production assessment, and conjunctival microbiota collection with PPTT are
easy and accurate methods for use in cockatiels; they are indicated due to the
size of the eyes. The results will help veterinary ophthalmologists diagnose and
treat eye diseases in cockatiels, in addition to contributing to research in the area

of vision.

Key words: bird; lacrimal; microbiome; rebound; tonometer
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INTRODUGAO

A calopsita (Nymphicus hollandicus) pertence a ordem Psittaciformes e
familia Cacatuidae (calopsitas, cacatuas), originaria na Australia e amplamente
difundida como pet em diversos paises, inclusive no Brasil [5, 18, 20]. As
caracteristicas de natureza sociavel, inteligéncia, coloragdo exuberante e
capacidade de imitar sons tornam os psittaciformes extremamente populares [20].

O aparelho da visdo é especialmente importante em aves devido a
influéncia direta no voo, alimentacédo e reproducéo [3]. Métodos e equipamentos
desenvolvidos para o exame ocular em mamiferos sao frequentemente utilizados
em aves, embora com as limitagdes do pequeno tamanho de alguns passaros [3].
A afericdo da producédo lacrimal em animais de pequeno porte, com abertura de
fenda palpebral diminuta apresenta-se ainda como um desafio no exame
oftalmoldgico [21, 23]. As pontas de papel endodbnticas padronizadas (PPEP)
podem ser utilizadas como método alternativo, e caracterizam-se por serem
estéreis e manter padréo regular [21, 23].

A tonometria é fundamental na avaliagdo de presséao intraocular (PIO), no
diagnostico oftalmolégico e evolugdo do tratamento de afec¢gées como a uveite e
o glaucoma [12]. Uma nova geragao de tondmetro de rebote, o Icare® TONOVET
Plus, foi introduzido na pratica veterinaria. Comparado com o modelo anterior de
tondmetro de rebote da mesma empresa, essa tecnologia tem a vantagem de
indicar o correto posicionamento do equipamento com uma luz colorida préxima a
sonda, presumivelmente aumentando a precisdo da medicio e sua repetebilidade
[6,16].

Para coleta de material de cultura conjuntival, o uso de swabs tradicionais
€ impraticavel em calopsitas, devido a seu fornix conjuntival diminuto. Dessa
forma, o uso de ponta de papel endoddntica tamanho 45 se mostra simples e

eficaz para essa finalidade [32].



86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

33

Adicionalmente, a disbiose conjuntival predispéem o tecido a patdgenos;
portanto, a identificacdo dos microorganismos € importante para determinar o
padrao normal e as decisbes terapéuticas em infecgdes [12, 34]

A espectrometria de massas (MALDI-TOF MS) representa um dos
métodos mais precisos, confiaveis e rapidos para a identificacdo de espécies
bacterianas. Essa tecnologia é automatizada, de alto rendimento, aplicavel a
ampla gama de bactérias e indiscutivelmente benéfica para diagndstico de
microbiologia clinica [7,28].

A escassez de valores descritos em aves, especialmente nas calopasitas,
associado aos fatores acima citados, estimularam o desenvolvimento do estudo
da avaliagdo da producdo lacrimal com PEPP em 1min, da tonometria com
aparelho de rebote Icare® TONOVET Plus nos modos céo, gato, equino e coelho,
bem como da microbiota conjuntival normal, utilizando a analise de prote6mica
por espectrometria de massa. Pelo conhecimento dos autores, estes metodos

ainda nao foram descritos em calopsitas.

MATERIAIS E METODOS

A metodologia foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) — Botucatu SP-Brasil (processo 0188/2020).

Animais, local e temperatura

Foram utilizados 15 calopsitas (Nymphicus hollandicus), adultas, sem
diferenciacdo de sexo, sadias ao exame clinico, provenientes de criadores
domésticos. O estudo foi realizado em horas mais frescas do dia, com

temperatura variando entre 21 a 26°C.

Critérios de inclusé&o

As calopsitas foram avaliadas clinicamente, incluindo o historico a fim de
detectar possiveis comorbidades que pudessem interferir no estudo, incluindo
fezes alteradas, apatia, inapeténcia, exame observacional, escore de condi¢ao
corporal classificado de 1 a 5 (Apéndice 1)[35]; e a aparéncia dos membros, bico,
asas e penas. A avaliagao oftalmoldgica, conforme descrita a seguir, também foi
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realizada e as aves com alteragdo no padrdao normal para a espécie foram

excluidas da pesquisa.

Contencéo

As calopsitas foram contidas manualmente, apenas quando necessario
com o auxilio de pucas de pano ou luvas de couro, promovendo 0 minimo
desconforto para as aves. Foram entdo mantidas em posic¢ao vertical e a cabeca
da ave imobilizada com o polegar de um lado da mandibula e o dedo indicador do
outro. As asas foram posicionadas junto ao corpo e pés do animal (Figura 1). A
regido cervical ndo foi manipulada, a fim de ndo promover interferéncia no valor
da PIO por pressao venosa mecanica. O exame oftalmoldgico foi realizado por um

Unico avaliador.

Avaliacéo e testes oftalmolégicos

As aves foram submetidas ao exame oftalmoldgico nos dois olhos (n=30),
seguindo ordem de realizagao: inspegao de anexos e superficie ocular, teste de
producao lacrimal, coleta de amostras, avaliagdo do segmento anterior com feixe
de luz, tonometria e teste de fluoresceina.

Na inspecdo foram investigadas alteragcbes na conformacgédo da face,
disposicdo e simetria dos olhos, tumefacdes, secrecgdes, blefaroespasmos e
neoformacoes.

O teste de producao lacrimal (Figura 1) foi realizado com a ponta de papel
endodéntica padronizada (PPEP) (Roeko 146 Color size 30; Langenau,
Germany), a qual era inserida no saco conjuntival inferior temporalmente e ato
continuo, avaliagdo numérica (mm/min) da parte umedecida apés 60 segundos,
utilizando-se régua milimetrada padrao.

A seguir, foi coletada amostra conjuntival utilizando-se PPEP estéril
(Roeko Color size 45; Langenau, Germany) (Figura 2). Com o auxilio de luvas e
pinca estéris, foi inserido com movimento suave da ponta de papel no férnice
conjuntival inferior, sem realizar contato com face externa da palpebra; As
amostras foram armazenadas em meio STUART estéril (FIRSTLAB, modelo FL4-
0102) e submetidas a exames microbioldgicos, para a realizagdo e posterior
analise por MALDI-TOF.
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Para avaliagcdo da pressao intraocular (Figura 3), foi utilizado o
tondmetros de rebote Icare® TONOVET Plus, nos modos cao, gato, equino e
coelho. Todas as aferigdes foram realizadas no centro da cornea, a uma distancia
de 4 a 8 mm do olho, com a ave na posigao vertical. O aparelho disponibiliza o
valor médio de 6 mensuracdes, sendo essa considerada o valor final. A afericao
foi repetida apenas nos casos em que o visor do aparelho indicou coloragao

amarela ou vermelha (desvio padrdo entre 2,5 a 3,5 mmHg).

Cultivo microbiolégico e Analise MALDI-TOF MS™

As amostras em PPEP foram imersas em tubos com caldo BHI e mantidas
em estufa a 37° C por 20h. Apds turvacdo foram cultivadas em condicdes de
aerobiose no meio de agar sangue (Oxoid®, Sdo Paulo, Brasil) acrescido de
sangue ovino (5-7%), mantidas por 72 horas, a 37°C, e no meio seletivo de
MacConkey (Oxoid®, S&o Paulo, Brasil)), nas mesmas condigbes. Os
microorganismos isolados foram classificados de acordo com caracteristicas
morfotintoriais e bioquimicas [30].

Todas as colonias foram submetidas a espectrometria de massas no
laboratério de Pesquisa de Qualidade do Leite (QUALILEITE) da FMVZ-USP de
Pirassununga- SP, pelo aparelho MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry).

As culturas bacterianas foram centrifugadas, nas diferentes etapas,
inativadas em 75% etanol, e submetidas a extracdo bacteriana. O sobrenadante
foi novamente centrifugado, o liquido remanescente foi removido com auxilio de
pipeta e secado a temperatura ambiente durante 5 a 10 min. A seguir, foi
adicionada a amostra solucdo de acido féormico a 70% para lisar células
bacterianas e liberar as proteinas da célula interna, predominantemente proteinas
ribossomais que produzem ions necessarios para diagnodstico dos espectros
bacterianos pelo aparelho [11,31]. Em seguida foi adicionada solu¢do de acido
férmico a 70% e acetonitrila a 100% a cada amostra em volumes iguais,
produzindo assim um extrato bacteriano na proporcéo de 1:1. Uma etapa final de
centrifugagcdo foi realizada para separar os restos de células bacterianas do
sobrenadante contendo as proteinas usadas para a identificacdo de MALDI-TOF
MS. Em sequéncia, 1uL da solugdo de cada amostra foi adicionada em placas
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especificas contendo 96 pogos (Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha) e
secas em temperatura ambiente para posterior preenchimento com 1uL de
solugdo matriz (acido 2-ciano-4-hidroxicinamico diluido a 50% de acetromil e 2,5%
de acido trifluoracético). As placas foram dispostas no receptaculo do
equipamento MALDI-TOF MS™ (Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha),
operado com 337-nm de lazer [2].

O MALDI-TOF MS foi realizado usando Software FlexControl 3.3. Os dados
dos espectros foram analisados dentro da faixa de massa de 2.000 a 20.000 m/z.
O resultado foi fornecido por meio de pontuagéo de log com um valor maximo de
3,0. Valores de pontuacao superiores a 1,7 foram considerados confiaveis para
identificacdo do género, e pontuagdes superiores a 2,0 foram consideradas
provaveis para identificacdo de espécies [2].

Anélise estatistica

Foi realizada a analise estatistica descritiva; e os dados foram expressos
em meédia, desvio padrao e mediana. O Teste-t de Student foi utilizado para
amostras pareadas na comparacao entre olhos direito e esquerdo, adotando o
nivel de 5% de significancia (p<0,05) [37]. Para a comparagcédo da PIO nos
diferentes modos do tonometro foi utilizada a técnica de analise de variancia para
modelo de medidas repetidas, completando com o teste de comparacdes
multiplas de Bonferoni [14]. A correlacdo linear de Pearlson foi avaliada entre os

diferentes modos do tonometro de rebote (céo, gato, cavalo, coelho) [37].

RESULTADOS
Na comparagao dos testes oftalmolégicos ndo houve diferenga significativa
entre olhos direito e esquerdo (Tabela 1) nas variaveis (P>0,05), exceto na PIO

com Tonovet Plus modo gato (direito>esquerdo).

TABELA 1. Valores dos testes oftalmologicos de produgédo lacrimal e

pressao intraocular (mmHg) em calopsitas(n=15), segundo o olho.
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Valor Valor Desvio
Variavel olho minimo Mediana maximo  Média padrao

Teste lacrimal Direito 7,00 10,00 15,00 11,13 2,58
PPEP Esquerdo 6,00 11,00 14,00 10,33 2,72

(mm/min)
Tonovet Plus Direito 9,00 12,00 14,00 11,53 1,42
cao Esquerdo 6,00 11,00 14,00 11,53 1,41
Tonovet Plus Direito 6,00 7,00 10,00 7,13 0,99
gato Esquerdo 4,00 6,00 9,00 6,33 1,59

Tonovet Plus Direito 11,00 13,00 17,00 13,33 1,45
coelho Esquerdo 9,00 13,00 16,00 12,93 2,22
Tonovet Plus Direito 8,00 10,00 11,00 9,73 1,03
cavalo Esquerdo 6,00 9,00 11,00 9,27 1,49

216
217 Na mensuragdo quantitativa da lagrima com PPEP, em 30 olhos, obteve-se
218  valores médios de 10,73 + 2,59 mm/min e mediana de 10,5 (6,00-15) mm/min.
219 As médias gerais da PIO, nos diferentes modos disponiveis no Tonovet
220 plus e a associagdo linear de Pearson foram apresentadas nas Tabelas 2 e 3
221 respectivamente; verificou-se diferenca entre os modos, sendo que o0 modo
222 coelho> cao> cavalo> gato (P<0,05). Tonovet Plus cavalo x gato foram os modos
223 do Tonovet Plus mais associados (Tabela 3);
224
225 TABELA 2 Valores médios gerais (n=30 olhos), representados em média
226 e desvio padrao, da PIO em calopsitas pelo tonometro de Rebote tonovet plus,
227  segundo o modo.
Modo
Céo Gato Coelho Cavalo
11,87+143c 6,73+1,36a 13,13+1,85d 9,50+1,28b P<0,01

Valor p

228  Duas meédias seguidas de letras diferentes (P<0,05).
229
230
231
232
233
234
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TABELA 3. Medida de associacao linear de Pearson da PIO entre os
diferentes modos do tondmetro Tonovet Plus utilizados na mensuragdo em

calopsitas.

Coeficiente de
Associacao correlagao Valor p
Tonovet Plus cao x gato -0,072 P>0,05

Tonovet Plus cao x coelho 0,072 P>0,05
Tonovet Plus cao x cavalo 0,038 P>0,05
Tonovet Plus gato x coelho 0,438 P<0,05*
Tonovet Plus gato x cavalo 0,474 P<0,01*

Tonovet Plus coelho x cavalo 0,451 P<0,05*
* Correlagédo significativa entre os métodos de avaliagédo (P<0,05)

Bactérias foram isoladas em 93,33% dos olhos, enquanto dois olhos da
mesma calopsita foram negativos. Em 92,85% dos olhos foram identificadas
bactérias gram-positivas. Do total de isolados, 75% foram gram-positivas, com
predominio de: Rothia nasimurium (22,85%), Staphylococcus sciuri (14,28%),
Staphylococcus saprophyticus (8,67%), Staphylococcus xylosus (5,71%),
Staphylococcus piscifermentans (2,85%), Weissella confusa (2,85%),
Staphylococcus kloosii (2,85%), Bacillus subtilis (2,85%), Staphylococcus
haemolyticus (2,85%), Lactococcus lactis (2,85%), Staphylococcus schleiferim
(2,85%), Kocuria kristinae (2,85%), Staphylococcus pseudintermedius (2,85%) e
Staphylococcus hominis (2,85%). Em 25% dos isolados foram identificadas
bactérias gram-negativas, incluindo: Acinetobacter sp. (5,71%), Pseudomonas
sp. (2,85%), Pseudomonas oryzihabitans (2,85%), Acinetobacter radioresistens
(2,85%), Pseudomonas fulva (2,85%).

Em 70% dos olhos foi isolada somente uma bactéria, e em 7,2% dos olhos
apresentaram unicamente bactérias gram negativas; mais de uma bactéria foram
observadas em 23,33% dos olhos. A totalidade dos microorganismos isolados

pela espectrometria de massa estdo apresentadas no Apendice 2

DISCUSSAO

Este estudo descreveu valores de normalidade com base em testes
oftalmoldgicos, ferramentas importantes no diagnodstico e tratamento de
enfermidades oftalmologicas em calopsitas, ampliando os conhecimentos da area

e especificidades das espécies.
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O valor médio descrito para fissura palpebral em calopsitas foi de 5,45
mm, portanto o teste de Schirmer com fita padrao milimetrada de 0,5 cm, pela
diminuta fissura palpebral, torna sua utilizacao pratica inexequivel [15].

Os valores de producdo lacrimal encontrados nesta pesquisa foram
superiores aos de Kane et al (2021) empregando 25 calopsitas, que obtiveram
valor médio de 9.39 (6-14) mm/15s, usando PPEP (iM3 Inc., Vancouver, WA size
30). No entanto, os autores utilizaram o tempo de 15 segundos para o teste. O
menor tempo utilizado foi com o intuito de minimizar o estresse associado a uma
contencdo mais prolongada [15]. Diferentemente, deste estudo, que foi
padronizado um minuto, durante sua realizagao foi possivel aplicar a PPEP
simultaneamente nos dois olhos da ave, reduzindo o tempo total de contencéo e
de estresse, similar o relato de Lange et al., (2014) [23].

Similar ao presente estudo, a metodologia utilizando a PPEP da marca
Roeko no tempo de um minuto, foi descrito em algumas outras aves da ordem
Psittaciformes: em araras da espécie azul-de-lear (15,37 = 1,22mm/min) e
canindé (16,74 £ 1,38 mm/min) [26].

Pumarola-suié (1998) descreveu as propriedades de absorg¢do de pontas
de papel endodéntico padronizadas (PPEP) e relatou que as marcas Zipperer,
Maillefer e Roeko, no diametro de 0,3 mm, apresentaram melhor padronizacéo
[29].

Na tonometria ocular, limita-se a reprodutibilidade do uso do Tonopen, por
apresentar plataforma muito grande em sua ponta para olhos com didmetro da
cornea entre que 5mm a 9 mm e inviabiliza o uso em corneas com diametro
menor que Smm [37]; dessa forma o tonbmetro de rebote Tonovet, é inestimavel
em muitas espécies pequenas como as calopsitas [36].

O tonémetro de rebote tem uma ponta muito pequena (1.3- 1,8 mm), que
torna o aparelho adequado a ser utilizado em olhos diminutos, além de a ponta
ser descartavel, podendo ser trocada na presenca de doengas significativas [19].

Este método minimiza erros de afericdo, pois se apresenta como
examinador nao dependente, portabilidade entre diferentes laboratorios,
capacidade de obter medicdes in vivo sem uso de anestésicos topicos e o contato

com a cornea, promovendo apenas impacto sutil e rapido no olho [8, 24].
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KANE et al (2021), descreveram valores de PIO em calopsitas usando
tonémetro de rebote TonoVet ® no modo “p” de 13mmHg + 3,3 mmHg. Neste
estudo, o modo coelho do Tonovet plus foi similar ao descrito, sugerindo que esse
pode ser um modo interessante de mensuragdo em calopsitas. Entretanto, mais
estudos nesse campo devem ser estimulados pela importdncia desse valor
durante o exame oftalmolégico, considerando a limitagdo do uso do Tonopen em
espécies pequenas e das grandes vantagens que o Tonovet traz pela facilidade e
acuracia na avalicao da PIO. Uma limitagdo no presente estudo, impossibilitada
por aspectos éticos, seria a mensuracao invasiva da PIO e sua comparacgao entre
os modos [15].

MOORE (2019) em beija-flores, apresentando fissura palpebral de 2.59 +
0.19mm; utilizando o tonometro de rebote Tonolab, obtiveram valores de 11,12 +
2,20 mmHg, similarares a PIO com TonoVet plus modo cdo encontrado no
presente trabalho [27].

Em tucanos-toco [12] com tondmetros de rebote (Icare® Tonovet e
Tonovet plus), foram verificados valores maiores da PIO, em todos os modos
utilizados, indicando a necessidade de estudos direcionados para a espécie. Os
modos mais concordantes em seu estudo [12] com TonoVet plus foram: cdo x
coelho e gato x cavalo, este ultimo também verificado em neste estudo, acrescido
do Tonovet Plus gato x coelho e Tonovet Plus coelho x cavalo.

A correlacao positiva da associacao linear de Pearson entre as PIOs nos
diferentes modos do TonoVet Plus, no presente estudo e corroborando a
FERREIRA (2021) [12], sugere-se que o TonoVet Plus gato x cavalo tem
interessante associagdo durante a mensuragdo, podendo eventualmente ser
intercambiavel.

Considerando a dificuldade de insercdo de swabs tradicionais no fornix
conjunctival para coleta de material, institui-se a metodologia previamente descrita
[12,32], utilizando pontas de papel endoddnticas tamanho 45 para a avaliagéo da
microbiota normal. A técnica promoveu pouco desconforto ocular as aves, e
apresentou-se eficiente, simples, pratica e rapida nas calopsitas, podendo ser
indicada para outras espécies com abertura de fissuras palpebrais pequenas, de
modo similar aos achados de SESSA (2020) e FERREIRA (2021) [12, 32].
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Na microbiota conjuntival neste estudo houve predominéncia de bactérias
gram-positivas (75%), em 92,85% dos olhos, concordando com os achados de
ZENOBLE et al. (1967), apos analise de microbiota bacteriana da conjuntiva e
cérnea em 151 olhos de psitacideos sadios (Papagaio amazona, papagaio-
cinzento, papagaio do senegal e cacatua). No presente estudo, foi observado que
a microbiota mais frequente presente no saco conjuntival em psitacideos inclui
bactérias gram-positivas: Staphylococcus epidermidis (25%), streptococcus alfa-
hemolitico (25%), Corynebacterium sp (7%.) e Staphylococcus aureus (5%);
enquanto as bactérias gram-negativas foram raras e mais de uma espécie
bacteriana foi encontrada em varios olhos [38]. As bactérias mais frequentes
neste estudo foram Rothia nasimurium, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus
saprophyticus e Staphylococcus xylosus, identificadas por espectrometria de
massas.

Em estudos similiares com aves de rapina [9], e araras [26], com método
de coleta com swab estéril tradicional e em grous [25] com swab de mini-ponta de
alginato de calcio umedecida, realizando a analise das amostras com
identificacdo de acordo com sua morfologia, também foi encontrado
predominancia no isolamento de bactérias gram-positivas, com diferencial que no
presente estudo foi utilizado a espectrometria de massa.

A espectrometria de massa (MALDI-TOF) € uma tecnologia inovadora,
automatizada e de alta precisdo para identificdo de bactérias, além de
proporcionar diagnodstico molecular em curto espago de tempo [28]. Ndo ha
estudos utilizado o MALDI-TOF na identificagdo de microbiota conjuntival em aves
no conhecimento dos autores.

Os resultados obtidos para os importantes testes oftalmoldgicos auxiliardao
médicos veterinarios oftalmologistas a diagnosticar enfermidades oculares de
maneira mais eficaz e precoce, para manutencao do sentido mais importante para
a espécie. Mais estudos devem ser estimulados, objetivando-se obter cada vez
mais dados especificos de aves que sdo mantidas como “pets”, considerando o
aumento dessa pratica nos Uultimos tempos que culmina no aumento do
atendimento veterinario oftalmoldgico para tais espécies, além da importancia da

conservacgao da fauna.
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CONCLUSAO

A utilizacdo da ponta de papel endoddntica foi efetiva na mensuracao da
produgao lacrimal em calopsitas, bem como para a coleta de amostras para a
determinacdo da microbiota conjuntival, apresentando baixo desconforto para as
aves e simples execucao.

A metodologia estabelecida no estudo da microbiota conjuntival de
calopsitas possibilitou o isolamento bacteriano na grande maioria das amostras e
a cultura bacteriana associada a analise por espectrometria de massas resultou
em maior frequéncia de bactérias gram-positivas na microbiota conjuntival de
calopsitas.

Uso tondmetro de rebote Tonovet plus, nos diferentes modos, foi factivel em
calopsitas e os maiores valores disponibilizados no modo coelho.
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APENDICE

Apendice 1. Representagéo de secgdes transversais do esterno e massa

muscular peitoral de aves, com escore da condigao corporal variando entre muito

magro (1), magro (2), étimo (3), sobrepeso (4) e obeso (5) [29].

A AN AN DD

Apendice 2. Descricdo dos micro-organismos isolados em conjuntiva de

calopsitas pela espectrometria de massas (MALDI-TOF MS).

Animal 01:

OD: Isolamento de Staphylococcus piscifermentans e Weissella confusa

OE: Isolamento de Rothia nasimurium e Enterococcus hermanniensis

Animal 02:

OD: Isolamento de Staphylococcus saprophyticus

OE: Isolamento de Staphylococcus saprophyticus

Animal 03:

OD: Isolamento de Rothia nasimurium

OE: Isolamento de Rothia nasimurium e Staphylococcus sciuri

Animal 04:

OD: Isolamento de Rothia nasimurium

OE: Isolamento de Rothia nasimurium

Animal 05:

OD: Isolamento de Rothia nasimurium

OE: Isolamento de Staphylococcus xylosus

Animal 06:

OD: Isolamento de Staphylococcus sciuri

OE: Isolamento de Acinetobacter sp.

Animal 07:

OD: Isolamento de Staphylococcus kloosii

OE: Isolamento de Staphylococcus sciuri

Animal 08:

OD: Isolamento de Staphylococcus xylosus e Pseudomonas sp.

OE: Isolamento de Staphylococcus sciuri e Pseudomonas oryzihabitans

Animal 09:

OD: Isolamento de Bacillus subtilis

OE: Isolamento de Acinetobacter radioresistens

Animal 10:

OD: Isolamento de Pseudomonas fulva

OE: Isolamento de Rothia nasimurium

Animal 11

: OD: Isolamento de Staphylococcus saprophyticus

OE: Isolamento de Rothia nasimurium

Animal 12:

OD: Isolamento de Staphylococcus sciuri e Acinetobacter sp.

OE: Isolamento de Staphylococcus haemolyticus e Lactococcus lactis

Animal 13:

OD: Isolamento de Staphylococcus schleiferi
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OE: Isolamento de Kocuria kristinae

Animal 14: OD: Isolamento de Staphylococcus pseudintermedius

OE: Isolamento de Staphylococcus hominis

Animal 15: OD: Negativo

OE: Negativo
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