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RESUMO

A microbiota indigena gengival de cées ndo esta
totalmente descrita, sendo sua identificacdo uma etapa
importante no estabelecimento da etiopatogenia e terapia da
doenca periodontal. O objetivo deste trabalho foi isolar e
identificar a microbiota periodontal de cées da raca Pastor
Alemao, considerando sitios saudavei s e com doenga periodontal .
Foram utilizados 29 cées, comidade variando de trés a seisanos,
sendo analisados espécimes clinicos de sitios periodontais
saudaveis de 12 caes e sitios com periodontite de outros 17.
Foram isoladas 672 amostras microbianas, com predominio dos
géneros Pasteurella, Staphylococcus, Porphyromonas e
Fusobacterium. A microbiota dos sitios saudaveis equiparou-se
a dos sitios doentes, tratando-se de uma microbiota indigena. A
microbiota dos sitios doentes apresentou-se aumentada em
relagéo a dos sitios saudaveis, indicando mudanca do ambiente
do sitio periodontal.

Palavras-chave: doenca periodontal, cées, microbiota.
ABSTRACT

The indigenous gingival microbiota of dogs is not
totally described, although such identification is an important
step to establish the etiopathogenesis and adequate therapy for
the periodontal disease. The aims of this study were to isolate
and identify the periodontal microbiota of German Shepherd dogs
from healthy and with periodontal desease sites. Twenty nine
German Shepherd dogs from three to six years of age were used

in this study. Clinical specimens were analysed from healthy
periodontal sites of 12 dogs and sites presenting gingivitis of 17
dogs. A total amount of 672 microbial samples, were isolated
where the predominant genera were Pasteurella spp.,
Staphylococcus spp., Porphyromonas spp. and Fusobacterium
spp. The microbiological population of the affected sites was
similar to the healthy sites, consisting on an indigenous
microbiota. The microbiota on the affecteded sites was higher in
number than on the healthy sites, showing change in the
environment of the periodontal sites.

Key words: periodontal disease, dogs, microbiota.

INTRODUCAO

A microbiotaindigenaoral de humanose
animais é extensamente diversificada e complexa,
necessitando de maiores estudos sobre sua
composi¢cdo einteracdo. Esses microrganismos estdo
frequentemente envolvidos em muitas doencgas
infecciosas anaerdbias polimicrobianas como as
doencas periodontais (FINEGOLD, 1995). Estas
podem ser classificadas em gengivite, inflamagdo
restritaao tecido gengival livre, e periodontite, forma
mais grave, na qual ocorre perda 6ssea e eventual
perda do dente (HARVEY & EMILY, 1993).
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Recentes estudos tém enfatizado também
a importancia da microbiota oral de caes no
desenvolvimento de infeccbes por meio de
contaminagdo de feridas por mordidas em seres
humanos e outrosanimais (GOLDSTEIN et a ., 1984;
GOLDSTEIN, 1998; TALAN et a., 1999), e em
contaminagdes de feridas cirlirgicas de cdes devido a
interferéncia dos mesmos.

O objetivo deste trabalho foi isolar e
identificar a microbiota de sitios periodontais
saudaveis e com doenca periodontal de cdes da raca
Pastor Alemao, sendo estes animais comumente
utilizados como caes de guarda e em agBes da Policia
Militar de Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 29 cées da raga Pastor
Alemé&o, 13 machos e 16 fémeas, com peso médio de
29,1kg e idade variando entre trés e seis anos,
provenientes do canil da Policia Militar de Belo
Horizonte, Minas Gerais. Os animais eram mantidos
em canis individuais, recebendo &gua ad libitum e
racdo comercial® extrudada com carne bovina crua e
moida, umavez ao dia.

A avaliagao clinicado periodonto e colheita
das amostras foram realizadas ap6s administracdo de
cloridrato de xilazina?, nadose de 1,0mg kg™ de peso,
por via intramuscular, tendo sido os animais
posicionados em dectbito lateral esquerdo. Apds o
examebucal, acolheitadas amostrasfoi feitaem sitios
periodontais saudaveisde 12 ces (Grupo|) eem sitios
com doenca periodontal de 17 cées (Grupo 11),
utilizando-se pontas de papel absorventeintroduzidas
no interior dos sulcos gengivais. As pontas de papel
foram imersas em solucé@o de Ringer PRAS (Pre-
reduced Anaerobically Sterilized), conforme as
indicactes de SUMMANEN et al. (1993), sob fluxo
de gas carbbnico (CO,), transportadas para o
laborat6rio e processadas em camara anaer6bicet (5%
CO,, 10% H, e 85% N;). Em seguida foram
empregados os meios de cultura TSAS? (Tryptic Soy
Agar) suplementado com hemina® (0,05mg mil),
menadiona (0,01mg ml%), extrato de levedura® (5mg
ml-t) e acrescido de sangue desfibrinado de carneiro/
cavalo (5%); TSBV (Tryptic Soy Serum Bacitracin
Vancimicin), BBE (Agar Bacteroides Bile Esculina);
Agar Omata & Disraely; Agar MacConkey" e Agar
Sabouraud acrescido de 100ug mi-* de cloranfenicol
(SUMMANEN et al., 1993; KONEMAN et a., 2001).
Os meios para isolamento de bactérias anaerdbias
estritas (TSAS, TSBV, BBE, Omata & Disraely)
foram incubados a 37°C, em camara anaerodbica,

realizando-se a leitura a partir de 48 horas. O TSAS
suplementado foi mantido incubado em anaerobiose
por até 14 dias, para o isolamento de bactérias
produtoras de pigmento negro.

Os meios para isolamento de bactérias
aerdbias, incluindo anaerdébios facultativos e
microaerdfilos (TSAS, MacConkey) foram incubados
em aerobiose, a 37°C, em estufa bacteriol6gica BOD,
por um periodo de 48 horas. O meio de égar Sabouraud
foi mantido em temperaturaambiente, sendo asleituras
realizadas a partir do quinto dia, por até 21 dias.

Apbs o periodo de incubagdo, passou-se a
obtenc&o de culturas puras eidentificagdo preliminar,
segundo  caracteristicas  morfocoloniais,
morfotintoriais e teste respiratério (SUMMANEN et
a., 1993). As leveduras obtidas foram conservadas
em agar Sabouraud, a4°C, e subcultivadasacadatrés
meses até a sua identificacdo definitiva. Cada grupo
bacteriano foi identificado por caracteristicas
bioquimico-fisioldgicas convencionais e por kits
comerciais (SNEATH et al.,1986; BARON et a.,
1994; HOLT et al., 1994; QUINN et al., 1994;
SUMANNEN et al., 1993; KONEMAN et a., 2001)
e, 0 grupo de leveduras, segundo BARON et al.
(1994), GUEHO et al. (1996), GUILLOT et al. (1996)
e DUARTE et al. (1999).

A andlise estatisticafoi feitasegundo o teste
exato deFisher (JOHNSON & BHATTACHARY YA,
1986) sendo considerado significativo para uma
probabilidade de significanciamenor que 5% (P<0,05)
com, pelo menos 95% de confianga nas conclusdes
apresentadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao examefisico periodontal, foi observado
que 27 (93,10%) cées apresentavam varios sitios com
quadro clinico de gengivite, com sangramento a
sondagem e edemagengival e, somente dois (6,90%),
apresentavam todos os sitios avaliados saudaveis. As
caracteristicas clinicas para classificar as lesdes
observadas como gengivite estdo de acordo com as
descritas por HARVEY & EMILY (1993).

Seiscentas e setenta e duas amostras
microbianas foram isoladas dos 29 cées, sendo 379
(56,40%) bactérias anaerdbias estritas, 236 (35,12%)
anaerobias facultativas, 46 (6,84%) aerdbias estritas
ou microaerdfilas e onze (1,64%) leveduras. A
identificac&o microbianapermitiu o agrupamento dos
isolados em 49 espécies diferentes, discriminadas nas
tabelas 1, 2 e 3. Grande parte deles corresponde aos
géneros microbianos mais relatados pela literatura
(BOYCE et al., 1995; HARVEY et al., 1995;
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Tabela 1 - Distribuico das bactérias anaerdbias estritas isoladas
de sitios periodontais saudéveis e com doenca
periodontal (DP) de 29 cdes da raga Pastor Alemé&o
(Minas Gerais, Brasil).

Distribui¢do das amostras
Microbiota anaerébia Total
Saudavel DP

Fusobacterium

18 55 73
zucleatum
Fusobacterium russi 0 24 24
Bracteroides gracilis 6 0 6
Bacteroi dgs 3 0 3
pneumosintes
Bacteroides uniformis 1 2 3
Bacteroides ovatus 0 1 1
Bacteroides eggertii 0 3 3
Bacteroides capillosus 0 2 2
Porphyromonas spp. 14 66 80
Prevotella
intermédia/nigrescens 0 18 18
Prevqtglla ruminicola 2 1 3
ruminicola
Pre'votglla A 0 14 14
heparinolytica
Prevotella bivia 0 1 1
Fusobacterium spp. 14 29 43
Bacteroides spp. 26 54 80
Propionebacterium 1 2 3
acnes
chobacno, G- com 3 19 2
pigmento negro
Total 88 291 379

RENVERT et a., 1996; FORSBLOM et a., 1997,
DOMINGUES et al., 1999). O perfil bioquimico de
muitas amostras de Bacter oides ndo se enquadrou nas
tabelas de referéncia (SNEATH et al.,1986;
SUMANNEN etal., 1993; BARON et al., 1994; HOLT
et a., 1994; QUINN et a., 1994 KONEMAN et a.,
2001), e a utilizac8o de kits comerciais também nédo
permitiu uma completaidentificacdo.

Sobre as espécies bacterianas anaerdbias,
Bacteroides pneumosintes, Bacteroides ovatus,
Bacteroides eggertii, Bacteroides capilosus,
Prevotella ruminicola ruminicola; anaerdbias
facultativas/aerdbias. Pasteurella pneumotropica,
Pasteurella canes, Pasteurella haemolytica,
Lactobacillus salivosus salivosus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Rothia dentocariosa,
Arachinia propionica, Moraxella lacunata,
Moraxella phenylpyruvica, Micrococcus luteus,
Acinetobacter Iwofii, Branhamella catarrhalis,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
hyicushyicus, Staphylococcus hyicus chromogenes,
Staphylococcus  xylosus,  Staphylococcus

saccharolyticus, Staphylococcus auricularis e as
leveduras Mal assezia pachidermatis e Rhodotorulla
spp., hdo foram encontrados relatos na literatura
consultada (NEWMAN et a., 1977; SYED et d.,
1981; ISOGAI et al., 1989; HENNET & HARVEY,
1991; SARKIALA etal., 1993; BOYCE et al., 1995;
HARVEY et al., 1995; RENVERT et al., 1996;
FORSBLOM et al., 1997; DOMINGUES et al.,
1999).

A diferenciacdo entre certas espécies de
Porphyromonas produtoras de colénias com
pigmentacdo negra, freqlientemente i soladas de caes,
como P. canoris, P. cangingivalis, P. cansulci, P.
gingivicaniseP. crevioricanis(COLLINSet al.,1994;
HIRASAWA & TAKADA, 1994; LOVE et a., 1994)
e Fusobacterium nucleatum/necrophorum néo foi
realizada devido alimitagGes metodol égicas.

Tabela 2 - Distribuicdo de amostras microbianas anaerébias
facultativas isoladas de sitios periodotais saudaveis
e com doenca periodontal (DP) de 29 cées da raga
Pastor Alem&o (Minas Gerais, Brasil).

Distribuicéo
Microbiota anaerébia facultativa das amostras Total
Saudavel DP
Pasteurella multocida 1 17 18
Pasteurella pneumotopica 1 5 6
Pasteurella canis 19 20 39

Pasteurella haemolytica 5 5
Lactobacillus salivosus salivosus
Escherichia coli
Corynebacterium spp.

Klebsiella oxyloca

Klebsiella pneumoniae

Rothia dentocariosa

Arachnia propionica
Streptococcus g hemalitico
Enterobacter spp.
Staphylococcus epidermides
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus waneri
Staplycoccus hyicus hyicus
Stapphylococcus hyicus chromogenes
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus saccharolyticus
Staphylococcus capitis
Staphylococcus intermedius
Staphylococcus hominis
Staphylococcus auriculares
Bastonete e cocobacilo G-

Cocos G+

Bastonete G+

Total
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Tabela 3 Digtribuicdo de amostras  microbianas
aerébias/microaerdfilas isoladas de sitios
periodotais saudaveis e com doenca
periodontal (DP) de 29 cées da raga Pastor
Alem&o (Minas Gerais, Brasil).

Microbiota Distribui¢&o das Total
aerdbia/microaerdfilae amostras
leveduras
Saudéavel DP

Moraxella lacunata 5 8 13

Moraxella phenylpyruvica 1 1 2

Micrococcus luteos 19 3 22

Acinetobacter Iwofii 0 2 2

Alcaligenesfaecalis 1 1 2

Branhamella catarrhalis 0 2 2

Pseudomonas spp. 3 0 3

Malasezia pachidermatis 1 9 10

Rhodotorulla spp. 0 1 1

Tota 30 27 57

Segundo os dados mostrados nas Tabelas
1, 2e3, amaior parte das espécies encontradas esteve
presente tanto nos sitios saudaveis quanto nos
lesados, indicando que estas espécies pertencem a
microbiotaindigenado sulco gengival dos cées, como
nos humanos. Quando em equilibrio, a microbiota
atuacomo barreiranatural, protegendo amucosaoral
contra patégenos exdgenos (ENGELKIRK et al.,
1992). No entanto, alteragdes locais do equilibrio
ecol 6gico podem resultar em infecgdes oportunistas
(DARVEAU etal., 1997, LANG et ., 1999). Pode-
se observar que a contagem de UFC foi maior nos
sitios que apresentavam sinais clinicos de doenca
periodontal e que o acumulo de placa tinha uma
correlagdo positivacom o isolamento de anaerébios.
Anaerébios estritos pertencentes aos géneros
Porphyromonas spp., Fusobacterium spp. e
Bacteroides foram preval entes nos sitios com doenca
periodontal, onde Pasteurella multocida e
Escherichia coli também foram isolados em nimero
consideravel. Dados similares foram previamente
relatados por SYED et al. (1981) e ISOGAI et al.
(1989).

O ato nimero de Porphyromonas spp. e
Fusobacterium spp. encontrado em sitios doentes
reforca as evidéncias da participagdo destes
microrganismos na patogénese da periodontite em
cées, como sugerido em outros trabalhos (SYED et
al., 1981; ISOGAI et a., 1989; SARKIALA et d.,
1993; ALLAKER et a., 1994; BOYCE et a., 1995;
RENVERT et a., 1996), similarmente a associagdo
descrita na doenga periodontal humana

(SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1999).

A andlise estatistica mostrou que o
isolamento de Porphyromonas spp. catalase positiva,
Pasteurella multocida, Escherichia coli e
Fusobacterium russi foi maior em sitios com doenca
periodontal, quando comparado com sitios saudaveis.
Por outro lado, o isolamento de Staphylococcus
saprophyticus foi superior nos sitios saudaveis dos
cdes do Grupo Il. A contagem de colbnias de
Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium spp. e
Bacteroides spp. foi sempre superior em sitios
doentes, mas ndo se observou diferenca estatistica
significativa. Considerando sitios saudaveis, bactérias
anaerObias facultativas foram predominantes,
especialmente Staphylococcus saprophyticus.
Espécies bacterianas adicionais ndo mostraram
diferengas, em nimero, em ambos 0s grupos de caes,
considerando material isolado de sitios doentes e
saudaveis (P>0,05).

No presente trabalho, ndo foi possivel a
recuperacdo de amostras de Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Dados similares foram
apresentados por BOYCE et al. (1995) e
RENVERT et al. (1996). Segundo PREUS &
OLSEN (1988), ndo ha evidéncias de que o A.
actinomycetemcomitans faca parte da microbiota
indigena da cavidade oral de cdes, dada as
dificuldades do seu isolamento. Entretanto, nao
descartam a possibilidade de os caes terem o A.
actinomycetemcomitans como microrganismo
transiente em sua microbiota, podendo,
eventualmente, ser isolado, como mostram
BERGLUNDH & LINDHE (1993). O conhecimento
da microbiota oral de cdes permite também
estabelecer os provéveis patdgenos envolvidos nas
infeccOes de feridas por mordidas em animais e em
seres humanos, assim como em infecgdes de feridas
cirargicas de cédes pelo préprio paciente
(CARNEIRO et al., 2001) e, consequentemente,
orientar na escolha do melhor tratamento. A
dificuldade de tratamento das infecgdes de feridas
por mordidas de animais, em seres humanos, foi
relatada por FORSBLOM et al. (1997),
GOLDSTEIN et al. (1984) e GOLDSTEIN (1998),
principa mente devido afalta de conhecimento sobre
a composicao exata da microbiota indigena da
cavidade oral canina, ainda ndo descrita.

A ataincidéncia de Pasteurella nos dois
grupos de animais estudados, como j& relatado por
BARON et al. (1994), e a fregiiente contaminagéo de
feridas de mordidas de cées em humanos por estes
microrganismos (TALAN et al., 1999), sugere que o
€80 possa ser 0 reservatério natural desta bactéria.

Ciéncia Rural, v.35, n.2, mar-abr, 2005.
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CONCLUSOES

A microbiota anaerobia facultativa e
aerdbia é predominante nos sitios saudaveis, enquanto
aanaerdbiaestritaocorre em maior nimero nos sitios
com gengivite. A microbiota encontrada foi
equivalente nos sitios periodontais saudaveis e com
gengivite, demonstrando se tratar de microbiota
indigena. A boca é colonizada por um incontavel
nimero de diferentes organismos, muitos deles ja
descritos, e ha muito o que aprender sobre a
patogénese da doenca periodontal em cées, no sentido
defornecer suporte clinico, considerando diagnéstico
eterapia
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