129

IDENTIFI(}ACAO DA MICROBIOTA GENGIVAL DE
CAES APARENTEMENTE HIGIDOS

FRIAS, Danila Fernanda Rodrigues®
KOZUSNY-ANDREANI, Dora Inés!
PRINA, Ricardo Miranda?

Recebido em: 2017.06.07 Aprovado em: 2018.03.23 ISSUE DOI: 10.3738/1982.2278.2792

RESUMO: A microbiota oral de animais é bastante diversificada e pouco estudada, por isso o objetivo deste
trabalho foi isolar e identificar a microbiota da mucosa gengival de cées aparentemente higidos. Foram coletadas
amostras de80 cédes sem raca e sexo definidos e com idade variando entre trés e seis anos. A colheita do material foi
realizada por meio de friccdo de swab no biofilme dental do canino superior. As amostras foram transportadas ao
laboratorio e cultivadas em diferentes meios. Cada grupo bacteriano e de fungos isolados foram identificados pelas
caracteristicas morfocoloniais, morfotintoriais e bioquimico-fisioldgicas convencionais. Verificou-se nas amostras
avaliadas espécies bacterianas Gram positivas, dos géneros Staphylococcus, Streptococcus, Micrococcus,
Lactobacillus, Enterococcus, Propionibacterium, Bacillus e Clostridium; Gram negativas do género Escherichia,
Pseudomonas, Proteus, Klebsiella e Neisseria, e fungos leveduriformes Candida e Malassezia. Concluiu-se que a
cavidade oral de cdes possui uma flora microbiana bastante diversa e que as bactérias e fungos isolados sdo
responsaveis pela ocorréncia de diversas doencas de carater infeccioso causando sérios danos a pessoas agredidas via
mordedura ou simples lambedura em feridas ja existentes.
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IDENTIFICATION OF THE MICROBIOTA GINGIVAL OF
APPARENTLY HEALTHY DOGS

SUMMARY::The oral microbiota of animals is very diverse and understudied, and therefore the purpose of this
paper is to isolate and identify the microbiota of the gingival mucosa of apparently healthy dogs. Samples were
collected from 80 dogs with no defined race or gender and ages between 3 and 6 years. The collection of the material
was carried out by swabbing the dental plaque of the maxillary canine. Samples were transported to the laboratory
and cultured in different media. Each isolated bacterial or fungal group was identified by conventional
morphocolonial, morphotintorial and biochemical-physiological characteristics. The assessed samples included
Gram-positive bacteria of the Staphylococcus, Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Enterococcus,
Propionibacterium, Bacillus and Clostridium genus; Gram-negative bacteria of the Escherichia, Pseudomonas,
Proteus, Klebsiella and Neisseria genus, and the yeast fungi Candida and Malassezia. In conclusion, the oral cavity
of dogs has a very diverse microbial flora, and isolated fungi are responsible for the occurrence of many infectious
diseases that cause serious harm to people bitten by dog or licked in existing wounds.
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INTRODUCAO

Nos Gltimos anos a satde bucal vem sendo vista com maior atencéo, em virtude da Odontologia
Veterinéria, e com uma maior exigéncia por parte de proprietdrios, em virtude de que estd diretamente
ligada com a saude geral do animal (DORN, 1998). Além disso, o conhecimento da microbiota oral de
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cdes permite também estabelecer os provaveis patdgenos envolvidos nas infecgdes causadas por
mordeduras, tanto em animais quanto em seres humanos (CARNEIRO et al., 2001).

A microbiota oral normal de animais é bastante diversificada e complexa, sendo composta por
varias bactérias e fungos saprobios, dentre elas, podemos citar Staphylococcus aureus, Staphylococcus
mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus mutans (HIRSH; ZEE, 2003; BRAGA et al., 2005; QUINN et
al., 2005, TORTORA et al., 2012). Estes patogenos podem viver harmonicamente na mucosa oral dos
animais, como também podem causar lesGes como Ulceras, gengivites, formagdo de placas e célculos
dentarios e periodontite (DIDRY et al., 1998).

A salde bucal vem obtendo crescente importancia na clinica de pequenos animais, pois se sabe
que 80% dos caes e gatos sofrem de distdrbios na cavidade oral (HIRSH; ZEE, 2003; BRAGA et al.,
2005; QUINN et al., 2005, TORTORA et al., 2012). O conhecimento da microbiota oral de caes é muito
importante, pois permite orientar na escolha do melhor tratamento em caso de mordeduras e de problemas
bucais (CARNEIRO et al., 2001).

A dificuldade de tratamento das infecges em ferimentos causados por mordidas de animais em
seres humanos, assim como, a dificuldade em se tratar lesdes na boca de cées, ja foi relatada a algum
tempo por Forsblom et al. (1997) e Goldstein (1998), principalmente devido a falta de conhecimento sobre
a composicdo exata da microbiota da cavidade oral canina, ainda ndo descrita. Por este motivo, o presente
trabalho teve como objetivo identificar a microbiota gengival de cdes aparentemente higidos na cidade de
Fernandopolis, Sdo Paulo, Brasil.

MATERIAL E METODO

O projeto de pesquisa que deu origem a esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica para Uso
de Animais — CEUA/Unicastelo, sob protocolo n°1-00003/2012.

A presente pesquisa foi desenvolvida no laboratério de Microbiologia da Universidade Brasil,
Campus de Fernanddpolis, Sdo Paulo, Brasil. Foram coletadas amostras de 80 cdes sem raga e sexo
definidos e com idade variando entre trés e seis anos, atendidos no Centro de Controle de Zoonoses do
Municipio de Fernanddpolis e no Hospital Veterinario da Universidade Brasil/Campus de Fernandopolis.

A avaliagdo clinica do periodonto e colheita das amostras foram realizadas ap6s administragao de
Acepromazina (0,05mg/kg) associado a Citrato de fentanila (0,005mg/kg), por via intramuscular.

Os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo e ap6s o exame bucal, foram
colhidas amostras da mucosa gengival por meio da fricgdo de um swab no biofilme dental do canino
superior (esquerdo ou direito aleatoriamente). Apos a colheita, o animal foi mantido em observacéo até
total recuperacao anestésica.

As amostras colhidas foram transportadas em tubos de ensaio estéreis e vedados, ao laboratério e
em seguida inoculados nos meios de cultura TSA (Trypticase Soy Agar) suplementado com extrato de
levedura (5mg/mL) e acrescido de sangue equino desfibrinado (5%) (TSAS); TSBV (Trypticase Soy
Serum Bacitracin/Vancimicin), BBE (Agar Bacteroides Bile Esculina); Agar MacConkey; Agar EMB
(Eosin Methylene Blue Agar) e Agar Sabouraud acrescido de 100pg/mL de cloranfenicol (WINN et al.,
2008).

Os meios para isolamento de bactérias anaerobias estritas (TSAS, TSBV, BBE) foram incubados a
37°C, em camara anaerébica, realizando-se a leitura a partir de 48 horas. O TSAS foi mantido incubado
em anaerobiose por até 14 dias, com realizacdo de observacdo diaria, para o isolamento de bactérias
produtoras de pigmento negro.
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Os meios para isolamento de bactérias aerébias, incluindo anaerdbios facultativos e microaerofilos
(TSA, MacConkey, EMB) foram incubados em aerobiose, a 37°C, em estufa bacterioldgica BOD, por um
periodo de 48 horas. O meio Agar Sabouraud foi mantido em temperatura ambiente, e as leituras foram
realizadas diariamente a partir do quinto dia, por até 21 dias. Ap6s o periodo de incubacdo, houve a
obtencdo de culturas puras e a identificacdo preliminar, segundo caracteristicas morfocoloniais,
morfotintoriais e teste respiratorio (SUMMANEM et al., 1993). Cada grupo bacteriano e de fungos
leveduriformes também foram identificados pelas caracteristicas bioquimico-fisiol6gicas convencionais
(WINN et al., 2008).

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a analise da variancia e a comparacdo das médias
pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

RESULTADO E DISCUSSAO

Em todas as amostras coletadas, notou-se a presenca de bactérias Gram-positivas, Gram-negativas
e fungos leveduriformes, totalizando 817 isolados (Figura 1). Destes, as espécies bacterianas estavam
representadas em namero significativamente maior que fungos leveduriformes, n=605/ 74,1% e n= 212
125,9%, respectivamente.

Figura 1: Numero de isolamentos de bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos leveduriformes
da mucosa gengival de cdes da Cidade de Fernanddpolis, SP.
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Dentre os isolados, notou-se maior frequéncia de bactérias Gram-positivas. Dos 605 isolados

bacterianos, 403 (66,6%) corresponderam a bactérias Gram positivas e 202 (33,4%) bactérias Gram-
negativas (Tabela 1).
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Tabela 1: Micro-organismos isolados da mucosa gengival de cdes do Municipio de Fernandépolis-SP.

NUmero de animais %
Staphylococcus aureus 80 100,0
Staphylococcus intermedius 40 50,0
Staphylococcus epidermidis 20 25,0
Streptococcus mitis 10 12,5
Streptococcus spp. 60 75,0
Micrococcus spp. 45 56,3
Lactobacillus spp. 40 50,0
Enterococcus spp. 20 25,0
Propionibacterium spp. 8 10,0
Bacillus subtilis 10 12,5
Bacillus spp. 25 31,3
Clostridium spp. 45 56,3
Escherichia coli 72 90,0
Pseudomonas aeruginosa 50 62,5
Pseudomonas spp. 25 31,3
Proteus mirabilis 12 15,0
Proteus vulgaris 15 18,8
Klebsiella spp. 22 27,5
Neisseria spp. 6 7,5
Candida albicans 78 97,5
Candida spp. 50 62,5
Malassezia pachydermatis 28 35,0
Malassezia spp. 56 70,0
Valor de p <0.001
CV% 211

Significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p <0.01), pelo teste de Duncan.

Entre as espécies bacterianas Gram positivas foram isolados os géneros Staphylococcus,
Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Propionibacterium, Bacillus e Clostridium, e
nas Gram negativas Escherichia, Pseudomonas, Proteus, Klebsiella e Neisseria. Shafir; Carter (1976)
avaliando 50 cdes isolou da cavidade oral E.coli, S. aureus, S. epidermidis, Neisseria, Micrococcus e
Bacillus spp., entre outros. Os géneros Neisseria, Staphylococcus, Streptococcus e Clostridium foram
identificados também por Elliot et al.(2005), Dewhirst et al.(2012) e Stourgeon et al. (2012).

As espécies bacterianas isoladas com maior frequéncia foram Staphylococcus aureus,
Streptocococcus spp. e Escherichia coli. Ja, as espécies de fungos leveduriformes foram Candida albicans
e Malassezia spp. Alguns autores ja concluiram que a maior parte das bactérias isoladas da cavidade oral
de animais aparentemente higidos sdo gram-positivas (DORN, 1998; GREENE, 2006). Com relacéo a
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espécie e género de bactérias, também citaram Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e a enterobactéria
Escherichia coli como as mais prevalentes (DORN, 1998; HIRSH; ZEE, 2003).

A presenca de fungos leveduriformes dos géneros Candida e Malassezia nas amostras também foi
detectada, embora ndo tenham sido observadas diferencgas estatisticas entre os géneros. Estes resultados
séo semelhantes aos obtidos por Britto et al. (2009) e Santin et al. (2013) que isolaram da mucosa oral de
cdes ambos os fungos. Estes autores afirmam que M. pachydermatis e Candida spp. fazem parte da
microbiota normal de diferentes regifes da cavidade oral cées, sendo isolados em maior propor¢do de
animais acometidos por halitose, sugerindo que estes fungos cumprem um papel importante no
comprometimento da salde oral destes animais. Ainda, segundo Santin et al. (2013), as leveduras
colonizam preferencialmente &reas com maior umidade como as mucosas.

A ocorréncia de C. albicans na cavidade oral mostra a probabilidade desta espécie estar presente
em diferentes propor¢Ges na microbiota normal de seres humanos e animais (HAYASHI et al., 2008). E
autores ja demonstraram a ocorréncia de estomatite em cdes e no ser humano causada por este agente
(QUINN et al., 2005; TORTORA et al., 2012).

Um fator importante a salientar é a elevada ocorréncia de acidentes com mordeduras de cées
envolvendo criangas devido a intensa atividade e proximidade destas com animais (FRIAS; LAGES;
CARVALHO, 2011). A contaminacédo dos ferimentos em casos de mordeduras, devido a presenca de uma
grande quantidade de microrganismos na cavidade oral destes animais, pode causar sérios casos de
infecgdes, acompanhados ou ndo de quadros de necrose grave, que podem deixar sequelas principalmente
estéticas, ou dependendo da gravidade, levar a morte (MACEDO; CAMARGO; ALMEIDA, 2006; RUI-
FENG et al., 2013).

Mesmo com o isolamento e identificacdo de diversos agentes na cavidade oral de cdes, pesquisas
mostram que muitas bactérias presentes neste local ainda ndo sdo cultivAveis pelos métodos
convencionais, sendo necesséria a utilizagdo de técnicas moleculares para a sua identificacdo (SAPHIR;
CARTER, 1976; REZENDE et al., 2004; ELLIOT et al., 2005; LAVIE et al., 2009; STURGEON, 2012;
YAMASKI et al., 2012). Estudos realizados por métodos moleculares, que ndo dependem de cultivos
prévios, permitiram identificar 181 géneros bacterianos na cavidade oral de seis cdes (STURGEON,
2012). Com a metodologia utilizada, foram detectados 13 géneros bacterianos em 50 amostras.

CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada e pelos resultados obtidos concluiu-se que a cavidade
oral dos cdes usados no estudo estava composta por treze géneros bacterianos e dois géneros de fungos
leveduriformes. , e que a maioria das espécies bacterianas isoladas sdo micro-organismos que estdo
envolvidos frequentemente em doencas de carater infeccioso, que podem desencadear o desenvolvimento
de infeccOes em feridas causadas por mordidas, tanto em seres humanos, como em outros animais. Por
isso, torna-se necessario orientar os profissionais de salde a estarem sempre atentos a possibilidade de
contaminagdo quando da ocorréncia de acidentes com mordeduras caninas ou lambeduras em uma ferida
previamente existente.
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