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Anélise microbioldgica da placa bacteriana da doenca periodontal em cées e o efeito
daantibioticoterapia sobre ela

Microbiological analysis of bacterial plaque of periodontal disease on dogs and effects of
antibioticotherapy on it

Stella Alves da Fonseca™ Paula Diniz Galera' Daiana Lima Brito'
Simone Perecmanis' Anahi Souza Silva' Larissa Borges Cardoso' Tatiana Guerrero Margola'
Vinicius Oliveira Drummond' Concepta McManus Pimentel'

RESUMO

Objetivou-se determinar a microbiota da placa
bacteriana subgengival de cdes com doenca periodontal (DP)
e estabelecer o efeito da antibioticoterapia. Avaliaram-se 20
cdes com graus variados de DP e coletaram-se amostras da
placa bacteriana subgengival antes e ap6s antibioticoterapia.
Preconizou-se antibioticoterapia distinta em dois grupos, com
10 animais cada: clindamicina (G1) e metronidazol +
espiramicina (G2). Observou-se crescimento bacteriano
subgengival na maioria dos caes com DP e correlagdo entre a
severidade da DP e a idade dos animais. Houve reducéo
significativa no crescimento bacteriano ap6s a
antibioticoterapia e o antibiograma demonstrou maior
sensibilidade a clindamicina, seguido da espiramicina; todos
0s microrganismos foram resistentes ao metronidazol.

Palavras-chave: doenga periodontal, placa bacteriana,
cdes, antibioticoterapia, clindamicina,
metronidazol, espiramicina.

ABSTRACT

The objective was to determine microbiote of the
subgingival bacterial plaque of dogs with periodontal disease
(PD) and establish the effect of antibioticotherapy on its
reduction. Twenty dogs with varied stages of PD were evaluated
and samples of their subgingival bacterial plaque were
collected. Distinct antibiotic protocols were used in two groups
with ten animals each: clindamycin (G1) and metronidazole +
espiramycin (G2). New subgingival samples were collected 15
days after antibiotic therapy started. There were observed
subgingival bacterial culture on most dogs with PD and
correlation between severity of PD and age. There was reduction
of bacterial growth in 20% of the samples after treatment and

antibiogram showed higher sensibility to clindamycin, followed
by espiramycin - all microorganisms were resistant to
metronidazole.

Key words: periodontal disease, bacterial plaque, dogs,
antibioticotherapy, clindamycin, methronidazole,
espiramycin.

INTRODUGCAO

A doenca periodontal (DP) acomete o tecido
de suporte do dente e o periodonto (WIGGS, 1997,
DOMINGUES etal., 1999) e é a principal causa de perda
de dentes em animais domésticos (WILLIAMS, 1997),
com sua prevaléncia aumentando com a idade e
atingindo cerca de 80% dos cdes com mais de cinco
anos (HARVEY & EMILY, 1993; MARRETA, 2001). Os
fatores predisponentes a essa afeccdo incluem raca,
idade, genética, dieta e mastigacdo (HOFFMANN &
GAENGLER, 1996). Entretanto, é a presenca de
bactérias que influencia no processo continuo da DP e
atribui-se a placa bacteriana a causa da maioria das
afeccBes bucais (DOMINGUES et al., 1999; LACERDA
& ALESSI, 2002; GIOSO & CORREA, 2003; MEIRAet
al., 2007).

A placa bacteriana, que pode ser supra ou
subgengival, é constituida por microrganismos, células
epiteliais, leucdcitos e macréfagos (HAWKINS, 1997).
A placa supragengival é geralmente composta por
bactérias aerdbias Gram positivas, enquanto a placa
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subgengival € mais complexa, com presenca de
microrganismos Gram positivos e negativos, aerébios
e anaerdbios (HAWKINS, 1997; SCHWACH-
ABDELLAOUI etal., 2000).

O surgimento e a progressdo da DP
caracterizam-se pelo desvio no tipo predominante da
microflora subgengival (GROVE, 1997; BRUSCHI etal.,
2006). Microrganismos aerdbios, como Actinomyces e
Streptococcus, aderem a camada da placa madura,
podendo acarretar retragdo ou hiperplasia gengival.
Com a evolugdo do processo, a microbiota passa a ser
anaerobia e, geralmente, Gram negativa. As bactérias,
por meio de seu metabolismo, produzem enzimas e
toxinas que lesam as estruturas periodontais
(LACERDA & ALESSI, 2002) e iniciam uma resposta
inflamatoria, podendo contribuir para a proliferagao
bacteriana (WEST-HYDE & FLOYD, 1997). Além da
afeccdo bucal, as bactérias podem penetrar na corrente
sanguinea e se acumular em outros érgdos,
principalmente rins, figado e coracéo, e neles causar
lesGes (DOMINGUES et al., 1999).

O tratamento da DP e das infeccOes
odontogénicas fundamenta-se na remocdo da placa
bacteriana supra e subgengival, no polimento das
coroas dentérias e na instituicao de antibioticoterapia
adequada (NELSON & COUTO, 2001; SALINAS et al.,
2006). Esta visa a reduzir ou suprimir a microbiota
patogénica e, dessa forma, promover melhora clinica
(GAETTI-JARDIM et al., 2007; MEIRA et al., 2007).
Entretanto, ndo deve ser utilizada como terapia Unica,
pois a permanéncia da placa bacteriana pode levar a
mineralizacéo e a formacao de calculo (HAWKINS,
1997). Quando os antibidticos sdo administrados de
forma empirica, podem contribuir para o aparecimento
de microrganismos resistentes a esses farmacos
(SALINAS et al., 2006).

Drogas eficazes contra bactérias anaerdbias,
aexemplo da clindamicina e da associacdo metronidazol
+ espiramicina, sdo preconizados no pré e no pos-
operatério do tratamento periodontal (ADDY &
MARTIN, 2005; CARNEIRO etal., 2005; MEIRAetal.,
2007). No entanto, um estudo comparativo quanto a
eficicia da clindamicina e da associa¢do metronidazol
+ espiramicina ainda nédo havia sido conduzido na
medicina veterinaria. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi estabelecer a microbiota da placa bacteriana
subgengival de cdes com DP, diagnosticados em exame
clinico, e o efeito comparativo da antibioticoterapia
sobre ela.

MATERIAL E METODOS

Avaliaram-se 20 cdes da raca labrador
retriever, 14 machos e seis fémeas, com peso médio de

35,2kg e idades entre um e oito anos. Os animais foram
divididos aleatoriamente em dois grupos com 10
animais cada (G1 e G2) e identificados por numeracédo
deuma 20.

Na consulta inicial (dia zero), os animais foram
submetidos a exames pré-operatorios, com avaliacdo
odontoldgica, exames fisicos e laboratoriais e
eletrocardiograma. A avaliacio odontoldgica, os animais
foram clinicamente classificados quanto ao grau de DP.

Cada animal foi submetido a duas coletas
de amostra de placa bacteriana subgengival obtidas
no mesmo sitio. A primeira coleta (C1) foi realizada no
dia zero e a segunda coleta (C2) 15 dias ap6s o inicio da
antibioticoterapia. Para o procedimento, utilizaram-se
luvas de procedimento e tubos de papel para
endodontia nimero 40, ambos estéreis, e contengdo
fisica. As coletas foram realizadas introduzindo-se 0s
cones de papel no espaco subgengival em sitios
periodontais que apresentavam sinais clinicos de
inflamacéo.

Os cones com material subgengival foram
encaminhados em meio tioglicolato (Biobras®) ao
Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de
Brasilia. No laborat6rio, as amostras foram incubadas
a 37°C por 24 horas, em seguida, inoculadas em agar
sangue (Oxoid®), suplementado com 5% de sangue
ovino desfibrinado e incubadas sob anaerobiose com
uso de Jarra de Gaspak a 37°C por até 48 horas. As
colénias crescidas foram identificadas por analise
morfocelular (coloragdo de Gram) e testes bioquimicos,
sendo, posteriormente, congeladas em caldo BHI
(Difco®) + glicerol.

Para o teste de sensibilidade aos
antimicrobianos, utilizou-se método de Kirby-Bauer de
difusdo em disco, com crescimento em caldo Mueller
Hinton (Difco®) até a densidade 0,5 da escala de
MacFarland, e realizou-se plagueamento em agar
Muieller Hinton (Acumedia®). Os antibidticos utilizados
foram clindamicina (Newprov®), metronidazol (Oxoid®)
e espiramicina (Oxoid®).

A antibioticoterapia foi iniciada trés dias
antes do tratamento periodontal e teve duragéo de sete
dias. Os animais do G1 receberam clindamicina
(Antirobe®), na dose de 10mg kg%, e os do G2 receberam
metronidazol + espiramicina (Periodontil®), na dose de
12,5mg kg* de metronidazol e 25mg kg? de
espiramicina.

Para o tratamento periodontal, utilizaram-se
acepromazina (0,1mg kg?) e morfina (0,5mg kg*) para
medicacdo pré-anestésica, propofol (3,0mg kg™) para
inducdo e anestesia inalatdria (isofluorano e oxigénio)
em circuito semifechado para manutengdo. Realizou-
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se tratamento periodontal de rotina, com retirada de
célculo dentario e polimento dentério.

RESULTADOS

A avaliagio clinica odontoldgica, seis (30%)
animais apresentaram grau discreto de doenca
periodontal (média de idade de trés anos), dez (50%)
apresentaram grau moderado (média de quatro anos) e
quatro (20%) apresentaram grau avancado (média de
6,5 anos) (Figura 1).

Na C1, 17 (85%) amostras apresentaram
crescimento bacteriano e foram isoladas 21 espécies;
na C2, 13 (65%) apresentaram crescimento bacteriano
e foram isoladas 15 diferentes espécies. Ou seja, apds
a antibioticoterapia, observou-se reducéo significativa
no crescimento bacteriano (x?=4,53) e na quantidade
de coldnias isoladas (#*=7). Das 13 (65%) amostras da
C2 que apresentaram crescimento, sete (53,84%) foram
coletadas em animais do G1 (nove coldnias isoladas) e
seis (46,15%) foram coletadas em animais do G2 (seis
col6nias isoladas) (Tabela 1).

Asamostras, 3,5,6,9, 11,13, 14,15,17e19
(55%) apresentaram crescimento de microrganismos
diferentesna ClenaC2; asamostras 2, 7,8, 12,16 e 20
(30%) apresentaram crescimento bacterianona C1, mas
ndo apresentaram crescimento na C2; asamostras 4 e
10 (10%), por outro lado, ndo apresentaram crescimento
na C1, mas apresentaram na C2; e aamostra 18 (5%),
por sua vez, ndo apresentou crescimento em nenhuma
das duas coletas (Tabela 1).

Ao realizar o teste de sensibilidade aos
antimicrobianos nas 21 col6nias isoladas da C1, seis
(58,57%) foram sensiveis e duas (9,52%) foram
intermediarias a clindamicina, quatro (19,04%) foram

sensiveis e duas (9,52%) foram intermediarias a
espiramicina e todas foram resistentes ao metronidazol.
Ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos das 15
colbnias da C2 do G1, uma (6,66%) foi sensivel a
clindamicina; uma (6,66%) foi sensivel e uma (6,66) foi
intermediéria a espiramicina; e todas foram resistentes
ao metronidazol. No G2, todas as col6nias foram
resistentes a todos os antibidticos. Ao comparar a
resisténcia bacteriana antes e ap6s a antibioticoterapia,
observou-se alteracdo significativa apenas quanto a
sensibilidade dos microrganismos a espiramicina. Ndo
se observou diferenga significativa quanto a resisténcia
bacteriana ao comparar antes e ap6s a antibioticoterapia.

DISCUSSAO

A placa bacteriana esta presente na maioria
das afeccOes bucais e sua correlagdo com a idade do
animal pode auxiliar na prevencéo e no tratamento da
DP. Neste trabalho, observou-se maior frequéncia de
grau avancado em animais mais velhos (Figura 1).
SORENSEN etal. (1980), GENCOeetal. (1998) e LOGAN
& BOYCE (1994) obtiveram resultados semelhantes,
com indices mais baixos de placa em cdes mais jovens.
DUARTE & LOTUFO (1997), em humanos, e REZENDE
etal. (2004), em cdes, também observaram correlagdo
entre a DP e a idade do animal; porém, no segundo
trabalho, em apenas 18,9% dos animais estudados, o
indice de placa aumentou com o decorrer da idade. No
trabalho de EURIDES et al. (1996), por outro lado, 0s
indices de placa foram semelhantes nas diferentes
faixas etarias de cées.

Os géneros mais frequentemente isolados
na C1 e na C2 foram Staphylococcus e Pasteurella. O
Staphylococcus compde a microbiota oral de cées

Grau

y =-0.2545x + 3.0317x - 4.9522

de idade em anos.

5 6 7

Idade (anos)

Figura 1 - Quantidade de animais em cada classificacdo de grau de doenca periodontal e média
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Tabela 1 - Grau de doenca periodontal e microrganismos isolados na C1 e na C2 nos animais do G1 (1 a 10) e do G2 (11 a 20)

Animal Grau da DP Microorganismo na C1 Microorganismo na C2
1 Moderado Bacillus spp Pasteurella caballi
2 Moderado Staphylococcus lentus Sem crescimento bacteriano
3 Discreto Bacillus spp Pasteurella caballi
4 Discreto Sem crescimento bacteriano Staphylococcus gallinarum
5 Moderado Pasteurella multocida Staphylococcus epidermidis
6 Moderado Pasteurella multocida Escherichia coli
7 Moderado Staphylococcus epidermidis Sem crescimento bacteriano
8 Moderado Staphylococcus lentus Sem crescimento bacteriano
9 Discreto Staphylococcus lentus Staphylococcus aureus
Streptococcus spp
10 Moderado Sem crescimento bacteriano Bacillus spp
Escherichia coli
11 Discreto Staphylococcus epidermidis Pasteurella multocida
Pasteurella pneumotropica . .
12 Avancado . Sem crescimento bacteriano
Pasteurella caballi
13 Moderado Staphylococcus epidermidis Pasteurella canis
14 Discreto Staphylococcus aureus Pseudomonas spp
Staphylococcus aureus
15 Avancado p Y Escherichia coli
Bacillus spp
16 Moderado Staphylococcus gallinarum Sem crescimento bacteriano
17 Moderado Levedura Staphylococcus epidermidis
18 Discreto Sem crescimento bacteriano Sem crescimento bacteriano
Staphylococcus aureus .
19 Avancado ony . Bacillus spp
Pasteurella multocida
Staphylococcus gallinarum . .
20 Avancado Sem crescimento bacteriano

Streptococcus spp

saudaveis e sua presenca nao indica necessariamente
doenga, pois possui baixo potencial
periodontopatogénico (GAETTI-JARDIM, 2007). Aalta
incidéncia de Pasteurella, por sua vez, também foi
relatada por BRAGA et al. (2005). Os autores deste
altimo trabalho acreditam que a frequente
contaminacdo causada por Pasteurella spp em feridas
de mordidas de cdes em humanos, demonstrada por
TALAN et al. (1999), sugere a possibilidade de os cées
serem reservatorio natural dessa bactéria.

Foram isolados microrganismos em 95% dos
cdes avaliados, demonstrando que ha presenca de
bactérias no espaco subgengival da maioria dos cées
com DP. A reducdo significativa observada tanto no
crescimento bacteriano quanto na quantidade de
colénias isoladas apds o tratamento sugere que 0s
antibidticos atuaram no controle da microbiota
relacionada & DP. Contudo, outros fatores devem ser

considerados, como falha no crescimento bacteriano
devido a técnica de coleta e reducdo de microrganismos
apos remocdo mecanica da placa bacteriana.

Em 11 (55%) animais, observou-se
crescimento de microrganismos diferentes na C1 e na
C2. Tais animais sofreram recolonizacdo, que pode
ocorrer mesmo quando a antibioticoterapia é efetiva.
Em dois animais (10%), ndo houve crescimento na C1,
porém houve crescimento apds a antibioticoterapia.
Em um deles, foi isolado Staphylococcus spp, também
por provavel recolonizacdo e, no outro, Streptococcus
spp, Bacillus spp e Escherichia coli. O aparecimento
desses trés microrganismos pode ter resultado da
queda de imunidade do animal apés a C1 e/ou de
contaminacdo secundaria.

Em todos os cdes com grau avancado de
DP, a analise microbiana revelou a presenca de duas
espécies bacterianas distintas na C1, sugerindo maior
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diversidade na microbiota periodontal desses animais.
BRAGA et al. (2005) obtiveram resultados semelhantes
com isolamento de maior nimero de espécies
bacterianas em animais com doenga periodontal do que
em animais saudaveis.

A clindamicina apresentou o melhor
resultado quanto a sensibilidade, seguida da
espiramicina - todos os microrganismos foram
resistentes ao metronidazol. De acordo com LOESCHE
et al. (1992), o insucesso no tratamento com
metronidazol estd relacionado a prescricdes
inadequadas, quando o agente etiolégico ndo €
identificado com precisdo. No presente estudo,
nenhuma coldnia anaerdbia estrita foi isolada e, de
acordo VERGANI et al. (2004), é sobre essas bactérias
que o metronidazol tem acdo excelente. Segundo 0s
autores, tais microrganismos estdo presentes em graus
bastante avancados da doenga, o que ndo ocorreu
neste estudo. 1sso demonstra que a clindamicina e a
espiramicina podem ser mais indicadas em animais em
estagio inicial da DP (predominio de bactérias
anaerdbias facultativas) e o metronidazol em estagios
mais avanc¢ados (predominio de bactérias anaerdbias
estritas). Os trabalhos de AL-HARONI et al. (2006) e
GAETTI-JARDIM et al. (2007) sustentam essa
conclusao, pois o metronidazol foi o antibi6tico mais
eficaz frente as bactérias anaerdbias estritas, mas néo
apresentou atividade inibitdria sobre as facultativas.

Em relacdo a maior quantidade de bactérias
resistentes aos antibidticos na C2, considera-se que,
como a coleta foi realizada apds a antibioticoterapia,
houve permanéncia de microrganismos resistentes ao
tratamento. Contudo, ndo se pode descartar a
possibilidade de aquisi¢do de resisténcia por parte dos
microrganismaos.

CONCLUSAO

Observou-se crescimento bacteriano
subgengival na maioria dos cdes com DP e houve uma
correlacdo positiva entre a severidade da DP e a idade
dos animais. Todos os microrganismos isolados foram
anaerdbios facultativos. Houve redugdo significativa
do crescimento bacteriano nas amostras da C2,
provavelmente em decorréncia da associacao
antibioticoterapia e remogdo mecénica da placa
bacteriana. Ao teste de sensibilidade aos
antimicrobianos, o maior indice de sensibilidade foi
observado frente a clindamicina, seguido da
espiramicina; todos os microrganismos foram
resistentes ao metronidazol. Os principais
microrganismos isolados foram Staphylococcus spp e
Pasteurella spp, mesmo ap6s a antibioticoterapia, o

que pode sugerir resisténcia aos antibi6ticos e/ou
presenca natural dessas bactérias na cavidade oral de
animais saudaveis.
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