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Resumo

SANTIN, Rosema. Isolamento, identificacdo e suscetibilidade in vitro de
leveduras isoladas da cavidade oral de fémeas caninas. 2009. 89f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Pos-Graduagéo em Veterinaria. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Objetivou-se avaliar a cavidade oral de fémeas caninas errantes de Pelotas-RS,
isolar e identificar leveduras de trés sitios desta cavidade, comparar duas técnicas
de colheita da mucosa gengival (swab e cureta) e testar a suscetibilidade in vitro
destas leveduras frente a anti-sépticos orais utilizados na rotina odontologica de
pequenos animais e seus principios ativos. Foram avaliadas 59 fémeas caninas,
errantes, SRD, provenientes de Pelotas/RS. Os animais foram selecionados
aleatoriamente, e distribuidos em trés grupos de idade conforme avaliacdo da
arcada dentaria. Estes foram avaliados quanto a conformidade cranial, presenca de
célculo dentério, fraturas dentarias, malocluséo, halitose, sangramento gengival e
mensuracao da profundidade de sulco peridontal. As amostras foram obtidas da
mucosa gengival, biofiime dental e sulco periodontal, com diferentes formas de
coletas: swab, cureta, sonda periodontal milimetrada e ponta de membrana em éster
de celulose. O teste de suscetibilidade in vitro foi realizado pela técnica de
microdiluicdo em caldo testando o produto A (0,12% de gluconato de clorexidina,
0,12% de cloreto de benzalcénio e 0,10% de extrato de clorofila) e, o produto B
(0,2% de cloreto de benzalconio, 1% de tintura de prépolis e 0,5% de aroma hortela-
pimenta) frente a 15 leveduras isoladas. Também foram avaliados os principios
ativos gluconato de clorexidina, cloreto de benzalcénio e tintura de propolis
isoladamente. As fraturas dentarias foram mais frequentes nos animais com seis
anos ou mais (p=0,0030). Nos cdes com até dois anos a presenca de calculo
dentario aresentou-se com menor frequéncia (p=0,0000) em relacdo aos outros dois
grupos. Na relacdo entre o numero de locais de isolamento com idade, conformidade
cranial, presenca de fratura, céalculo dentério, halitose, sangramento gengival e
maloclusdo nédo foi encontrada diferenga estatisticamente significativa. Foram
isoladas 61 leveduras, M. pachydermatis (50,82%), Rhodotorula spp. (13,11%), C.
albicans (4,92%), C. catenulata (3,28%), C. famata (1,64%), C. guilliermondii
(1,64%), C. parapsilosis (1,64%), C. intermedia (1,64%), T. asahii (13,11%), T.
mucoide (1,64%) e C. albidus (6,56%) distribuidas em 30 (50,85%) animais. Foi
observada inibicdo do crescimento de todas as leveduras, em todos os produtos, em
todas as concentracbes, com excecado da tintura de propolis que ndo demonstrou
acao nenhuma nas concentracoes testadas. Sendo assim, na avaliagcado da cavidade
oral das fémeas caninas predominaram presenca de calculo dentario, fraturas
dentarias e maloclusdes. As leveduras isoladas fazem parte da microbiota



dos diferentes sitios da cavidade oral das fémeas caninas estudadas, estando
presentes sem causar alteracdes. O isolamento de leveduras foi maior naquelas
fémeas que tinham halitose. Nao houve diferenca entre as técnicas utilizadas (swab
ou cureta) para colheita de material da mucosa gengival. Os anti-sépticos orais e 0s
compostos gluconato de clorexidina e o cloreto de benzalconio foram eficazes frente
as leveduras isoladas da cavidade oral de fémeas caninas em todas as
concentragcbes testadas, inclusive nas abaixo da recomendada para uso. Nas
condi¢cbes estudadas, a tintura de propolis ndo é recomendada para utilizacdo como
anti-séptico oral frente as leveduras nas concentracfes estudadas.

Palavras-Chaves: Leveduras. Cavidade oral. Caes. Anti-sépticos orais.



Abstract

SANTIN, Rosema. Isolation, identification and in vitro susceptibility test of
yeasts from oral cavity of female canine. 2009. 89f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de POs-Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The aims of this study was the oral cavity evaluation of females stray dogs from
Pelotas-RS, as well as yeast isolation and identification from three different areas of
this cavity, comparison of two technique of sample collection (swabs and curettes)
and test the in vitro susceptibility of isolated yeasts against common oral antiseptics
used in pets. Fifty-nine randomized animals were included in the study. All of them
were SRD, without age defined and from Pelotas-RS. They were divided in three
groups of ages by the evaluation of dental arc, and were examined to determine the
cranial morphology, presence of dental plague, tooth fractures, malocclusion,
halitosis and gingival bleeding. Measure of periodontal groove depth was also done.
Samples were collected from three areas, gingival mucosa, dental biofilm and
periodontal grooves, with different collection techniques: swab, curettes, millimeter
periodontal probe and cellulose polymers membranes. In vitro susceptibility tests by
microdilution methods was done with 15 of those yeasts against A product (0,12%
chlorhexidine gluconate, 0,12% benzalkonium chloride and 0,10% chlorophila
extract) and B product (0,2% benzalkonium chloride, 1% propolis and 0,5%
peppermint arome). It was also evaluated chemical principles of products in
separated, as chlorhexidine gluconate, benzalkonium chloride and propolis. Tooth
fractures was observed in higher proportion at animals with six or more years old
(p=0,0030). Dogs younger than 2 years old had lower rate of dental plagues than the
others groups (p=0,0000). The association of positive areas of yeast isolation with
age, tooth fracture, dental plaque, halitosis, gingival bleeding or malocclusion was
not statistically significant. Sixty-one yeasts were isolated, characterized by M.
pachydermatis (50,82%), Rhodotorula spp. (13,11%), C. albicans (4,92%), C.
catenulata (3,28%), C. famata (1,64%), C. guilliermondii (1,64%), C. parapsilosis
(1,64%), C. intermedia (1,64%), T. asahii (13,11%), T. mucoide (1,64%) and C.
albidus (6,56%), from 30 (50,85%) animals. Yeasts growing inhibition was observed
in all products tested and in all concentrations of them, with exception of propolis that
did not show activity against yeasts. In conclusion, at oral cavity exam of female
dogs, the mainly alterations found were dental plaques, tooth fractures and
malocclusion. Isolated yeasts are normal habitants from the three different areas of
oral cavity studied, without resulting in clinical signs. In relation to the techniques, it
was not found difference between swab and curettes for oral sample collection.
Yeast isolation was higher in female dogs that show halitosis. Oral antiseptics tested,



as well as chlorhexidine gluconate and benzalkonium chloride were effective against
yeasts isolated from canine oral cavity in all dilution tested. Propolis, at the conditions
and dilutions tested, is not recommended as an oral antiseptic against yeast.

Key-words: Yeasts, oral cavity, dogs, oral antiseptics.
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1 Introducéo

A cavidade oral de humanos e animais abriga grande variedade de leveduras
e bactérias bastante complexas e diversificadas. Conhecer esta microbiota é de
fundamental importancia em odontologia e medicina, pois estes microrganismos séo
responsaveis por diversas afec¢gdes na cavidade oral assim como, podem estar
envolvidos em afecgdes sistémicas como nos quadros de endocardites (TRABULSI;
SAMPAIO, 2005). Na medicina veterinaria, saber identificar as enfermidades da
cavidade oral e, quais 0s principais microrganismos com potencial patogénico estédo
presentes também possui papel importante, a fim de fornecer suporte clinico, auxiliar
no diagnostico e terapia destas (BRAGA et al., 2005).

Estudos indicam que as bactérias encontradas na cavidade oral de cées
podem ser anaerObias estritas, anaerObias facultativas e aerdbicas estritas ou
microaerdfilas, sendo principalmente dos géneros Staphylococcus, Streptococcus,
Neisseria, Actinomyces, Bacteroides (TRABULSI; SAMPAIO, 2005), Fusobacterium
e Porphyromonas (BRAGA et al., 2005; NISHIYAMA et al., 2007). Estes agentes tém
sido estudados, em animais, principalmente com relacéo a ferimentos causados por
mordeduras e periodontite (VERSTRAETE, 1998).

As leveduras ja descritas como parte da microbiota oral de animais
domésticos e silvestres sdo Malassezia pachydermatis (BOND; SAIJONMAA-
KOULUMIES; LLOYD, 1995; BOND; LLOYD, 1997; BRAGA et al., 2005; BRITO et
al., 2008), Rhodotorula spp. (BRAGA et al. 2005) e Candida spp., os quais também
séo descritos como microrganismos comensais da pele, trato genital, gastrointestinal
e de outras mucosas de mamiferos e animais silvestres (KWON-CHUNG,;
BENNETT, 1992; PACHALY; GIOSO, 2001; CLEFF et al., 2005; BRITO et al., 2008).
Outros fungos como Trichosporon spp. e Cryptococcus spp. tém sido descritos em

casos de micoses, principalmente em pacientes humanos imunocomprometidos. Em
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animais, sdo poucas as pesquisas que descrevem o género Trichosporon, porém
com Cryptococcus neoformans e outras espécies menos patogénicas deste género
sdo encontrados relatos clinicos (HONSHO et al., 2003; LARSSON et al., 2003;
LAMBRECQUE; SYLVESTRE; MESSIER, 2005). Entretanto, com relacdo a
microbiota oral a pesquisa destas leveduras nao tem sido realizada.

A saude oral em pequenos animais vem ganhando espaco nos ultimos anos,
devido a aproximagdo, cada vez maior, do proprietario com seu animal de
estimacdo. Na rotina odontolégica, o uso de anti-sépticos orais visa principalmente
reduzir a concentracdo de microrganismos ali presentes e, consequentemente a
formacgéao do biofilme dental (GIOSO, 2003; GIOSO; CARVALHO, 2004), prevenindo
diversas doencas e lesdes orais ou sistémicas.

Devido aos poucos estudos avaliando o estado clinico da cavidade oral de
cées, as leveduras isoladas deste local, assim como o potencial patogénico desses
agentes na cavidade oral desencadeando enfermidades, os objetivos deste trabalho
foram: avaliar a cavidade oral de fémeas caninas errantes da cidade de Pelotas-RS,
isolar e identificar leveduras de trés sitios desta cavidade, comparar o0 uso de swab e
cureta estéril para colheita da mucosa gengival e testar a suscetibilidade in vitro
destas leveduras frente a anti-sépticos bucais e seus principios ativos isoladamente

utilizados na rotina odontolégica de pequenos animais.



2 Revisao bibliografica

Nos ultimos anos, o médico veterinario passou a desempenhar papel
fundamental diante do aumento do nimero de animais de estimag¢do, bem como na
busca pela melhora da qualidade de vida destes animais (VENTURINI et al., 2007).
A odontologia e a cirurgia oral sdo especialidades relativamente novas na pratica
veterinaria e acompanham o desenvolvimento da medicina veterinaria (GIOSO,
2003). Atualmente, os casos envolvendo cirurgias orais e problemas dentarios sédo

significativos na rotina da clinica de pequenos animais (ROZA, 2004).

2.1 Anatomia e exame clinico da cavidade oral de cées

A cabeca € a parte do corpo do animal mais importante e especializada, pois
€ onde se encontra o cérebro e os 6rgdos sensoriais da audi¢do, visdo, paladar e
olfato (GIOSO; CARVALHO, 2005). As variacbes anatdomicas e de formato cranial
em caes, podem ser divididas em trés tipos de conformacéo, os braquicefalicos,
como as racgas pequinés, pug, shitzu, lhasa-apso, boxer e bulldog, séo os que
possuem um perfil facial curto (MITCHELL, 2005). Os dolicocefalicos sdo individuos
com perfil facial longo e estreito, como das racas daschund, doberman, husky
siberiano, pastor aleméo e collie. O tipo mesocefalico esta entre os dois tipos faciais
ja descritos, como por exemplos as racas labrador, spaniels, terriers, poodle,
schnauzer e beagle (CARVALHO; GIOSO; CARVALHO, 2007).

Os dentes servem principalmente para apreensdao e mastigacdo dos
alimentos. Existem quatro tipos principais de dentes com base em seu aspecto
macroscopico, localizagdo anatdmica na boca e funcéo. Os incisivos servem para
mordiscar, 0s caninos para agarrar e dilacerar e os pré-molares e molares para
cortar e triturar os alimentos. Estas estruturas sdo derivadas de tecidos ectodérmicos

e mesodérmicos, que séo firmemente fixados a mandibula e maxila (DORN, 1998).



20

A anatomia do dente consiste basicamente em: esmalte, dentina, cemento, polpa,
sulco gengival, gengiva livre, ligamento periodontal e osso alveolar (GIOSO, 2003;
ROZA, 2004; MITCHELL, 2005) conforme mostra a Fig. 1.
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- "A Colour Atlas of Veterinary Dentistry and Oral Surgery” - 1993,

Figura 1 — Esquema demonstrando as estruturas
anatomicas do dente canino

Fonte: www.dentalvet.com.br

O céo possui 28 dentes deciduos (férmula para os dentes deciduos: 2x(13/3,
C1/1, PM3/3)=28 dentes) que comegam sua erupg¢ao a partir da terceira semana de
vida e na décima semana todos ja estdo erupcionados. A erupcdo dos dentes
permanentes comeca a partir dos trés meses de idade e, aos sete meses, a maioria
dos cées ja esta com a denticdo completa (42 dentes), com algumas variagcdes de
raca (féormula para os dentes permanentes: 2x(13/3, C1/1, PM4/4, M2/3)=42 dentes
(SAIDLA, 2004; MITCHELL, 2005).

A semiologia do sistema digestorio inicia pelo exame da cavidade bucal,
sendo de extrema importancia na pratica clinica, porém, muitas vezes, este nao é
realizado devido ao desconhecimento do profissional ou por fatores do proprio
paciente, como agressividade, dor e fatores implicitos na manipulacdo da boca
(CORREA; VENTURINI; GIOSO, 1998). O exame odontologico sempre deve ser

precedido da anamnese completa e exame clinico geral do paciente, observando-se
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o estado fisico e quaisquer evidéncias de alteracdes, principalmente que revelam
problemas sistémicos (GIOSO, 2003).

Quando o paciente apresentar sinais clinicos sugestivos de doenga na
cavidade oral, deve-se realizar o exame completo e detalhado desta, incluindo a
avaliacao dos labios, vestibulo bucal, denticdo, gengiva, palato duro e mole, tonsilas,
tecido sublingual e lingua (DeBOWES; HARVEY, 1999), além de um completo
exame do contorno da cabeca, pesquisando aumento de volume, simetria e
sensibilidade. Deve-se dar atencédo para narinas e plano nasal, olhos, formacéo de
fistulas e, dor ao abrir a boca (GIOSO, 2003; MITCHELL, 2005). Também é
necessaria a palpacdo da mandibula, maxila e linfonodos regionais. Na maioria das
vezes, um exame mais detalhado da cavidade oral necessita que o paciente se
encontre sobre efeito anestésico, como por exemplo, para mensuracdo da
profundidade de sulco e formacdo de bolsa periodontal nas periodontopatias
(DeBOWES; HARVEY, 1999; GIOSO, 2003). Este procedimento requer a utilizacao
de sonda periodontal milimetrada, cujas profundidades entre 1 a 3mm sao
consideradas normais em caes (ROZA, 2004; MITCHELL, 2005).

Os principais sinais de doenca oral nos animais domeésticos incluem halitose,
disfagia, alteracdes comportamentais, ptialismo, saliva com sangue, prurido na face,
descargas nasais, espirros, aumento de volume facial e fistulas oronasais
(DeBOWES; HARVEY, 1999). Porém, o animal com algum disturbio na cavidade oral
pode levar meses a anos para demonstrar algum sinal evidente para seu proprietario
(VENTURINI et al., 2007). Na maioria das vezes, S80 hecessarios exames
complementares como hemograma, radiografias intra-orais para se chegar a um
diagnostico preciso, até mesmo quando se trata de uma enfermidade sistémica
causando altera¢des na boca (GIOSO, 2003; ROZA, 2004; MITCHELL, 2005).

Através da avaliacdo dental é possivel fazer uma estimativa da idade dos
caes relacionando com o desgaste dos dentes, porém, ha diversas variaveis que
podem influenciar nesta estimativa, como o tipo de alimentagéo, higiene bucal,

malocluséo e traumatismo (GIOSO, 2003).
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2.2 Microbiota oral fungica e bacteriana

A microbiota oral de humanos e animais ainda ndo estd completamente
descrita por ser muito complexa e diversificada (BRAGA et al., 2005), abrigando
grande variedade de microrganismos, como bactérias e leveduras (TRABULSI;
SAMPAIO, 2005).

Braga et al. (2005) estudaram a microbiota oral de 29 cées da raga pastor
alemao, com e sem doenca periodontal utilizando pontas de papel absorvente
introduzidas nos sulcos gengivais, concluindo que a microbiota periodontal é
composta de 56,40% bactérias anaerobicas estritas, 35,12% anaerobicas
facultativas, 6,4% aerdbicas estritas ou microaerofilas e 1,64% de leveduras.

Em 1995, buscando isolar M. pachydermatis de cdes saudaveis, Bond,
Saijonmaa-Koulumies e Lloyd, encontraram baixa frequéncia da levedura em todos
0s sitios anatdomicos coletados (cavidade nasal, cavidade oral, anus, prepucio, vulva
e ouvido), e em apenas um animal isolou-se grande nimero da levedura na mucosa
oral. Ja em outro estudo, Bond e Lloyd (1997) compararam a populacdo de M.
pachydermatis na pele e nas mucosas de caes da ragca basset hound com e sem
seborréia e de cades sem raca definida. O isolamento da levedura, em todos os sitios
analisados, foi sempre superior nos basset com seborréia. Analisando somente as
leveduras provenientes da boca, dos 30 cées sem raca definida (SRD) coletados,
em seis houve isolamento, dos 13 basset saudaveis em 12 houve crescimento e dos
33 cées basset com seborréia, 29 foram positivos para a levedura.

Segundo Brito et al. (2008), a mucosa oral é o segundo sitio com maior
namero de leveduras isoladas, sendo que do total de 203 animais foram obtidos 75
isolados, destes, 69 foram classificados como M. pachydermatis, quatro C.
parapsilosis, uma C. tropicalis e um Saccharomyces cerevisiae. No estudo de Braga
et al. (2005), as unicas leveduras isoladas do sulco gengival de cées foram M.
pachydermatis representando 90,91% dos isolados leveduriformes e Rhodotorula
spp., sendo gue estes microrganismos estavam presentes somente no sulco
gengival de cdes com doenca periodontal, com exce¢do de um isolado de M.
pachydermatis proveniente de sulco periodontal saudavel. Em cdes atopicos, a
frequéncia de isolamento de M. pachydermatis da cavidade oral foi de 33,3%
(NARDONI et al., 2007). Num estudo de Canizzo et al. (2007), foi demonstrada a
capacidade de aderéncia e formagcdo de biofiime de cepas de M. pachydermatis

sobre diferentes materiais, como o0 poliestireno e poliuretano, assim como ja
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demonstrado quanto a espécies de Candida também capazes de produzir biofilme
(GASPARETTO, et al., 2005; LOPEZ-RIBOT, 2005).

As leveduras C. albicans, C. guilliermondii, C. viswanathii, C. glabrata,
Aureobasidium (Pullularia) pullulans e Debaryomyces nepalensis também ja foram
descritas como parte da microbiota oral de caes (MORETTI et al., 2007). C. albicans
ja foi isolada da mucosa oral de quatro (11,76%) cdes com sinais de gengivite e
estomatite tais como, anorexia, halitose, sangramento na cavidade oral, disfagia,
salivacao e linfoadenopatia submandibular (JADHAV; PAL, 2006), porém, no estudo
de Brito et al. (2008) e Hayashi, Takada e Hirasawa (2008) nao foi isolada da
cavidade oral de cées. Esta levedura também pode afetar todo o trato digestério de
aves, porém, o maior indice de afeccdo envolve a cavidade oral (PACHALY, 2006;
PACHALY; GIOSO, 2001), pois sao microrganismos amplamente distribuidos no
ambiente e, frequentemente colonizam pele e mucosas, como mucosa oral, trato
gastointestinal e mucosa genital de mamiferos (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992;
LACAZ et al.,, 2002) e péassaros (PACHALY, 2006). Num estudo referente ao
isolamento de leveduras da cavidade oral de gatos, o uUnico fungo isolado foi C.
albicans (FERREIRO et al. 2002).

Em humanos, as leveduras também podem ser isoladas a partir de canal
radicular infectado, tanto em cultura pura como em associacdo com bactérias
(WALTIMO et al., 2003). C. albicans ja foi isolada de casos de periodontite apical e
marginal ndo responsivel a terapia (WALTIMO et al., 2000).

Os microrganismos bacterianos predominantes no espaco subgengival de
cdes com doenca periodontal sdo Porphyromonas spp., Bacterioides spp.,
Propionebacterium spp., Prevotella spp. (DOMINGUES et al.,1999; BRAGA et al.,
2005), Actinomyces spp., Eubacterium spp., Gemella spp. (DOMINGUES et
al.,1999), Fusobacterium spp. e cocobacilo Gram negativo com pigmento negro,
Pasteurella spp., bastonete e cocobacilo Gram negativo, Staphylococcus spp.,
bastonetes Gram positivos, Corynebacterium spp., Escherichia coli (BRAGA et al.
2005). Os géneros mais frequentemente isolados da saliva sdo Actinomyces (26%),
Streptococcus e Granulicatella, e os mais encontrados da placa dental séo
Porphyromonas, Actinomyces e Neisseria (ELLIOTT et al., 2005).

Nishiyama et al. (2007), pesquisando a presenga dos microrganismos
Porphyromonas gengivalis, Prevotella intermedia, Tennerella forsythensis,

Fusobacterium nucleatum, Dialister pneumosintes, Actinobacillus
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actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens e Treponema
denticola de amostras subgengivais de 40 caes, com (25) e sem (15) doenca
periodontal através de identificacdo molecular (PCR), observaram que nos caes com
doenca P. gengivalis foi isolada em 64%, C. rectus em 36%, A.
actinomycetemcomitans em 24%, P. intermedia e T. forsythensis em 20%, F.
nucleatum em 16% e E. corrodens em 12%. Nos cées sadios, somente em um foi
isolado P. gengivalis (6,66%), em nenhum dos outros foram isolados os
microorganismos estudados. Para Greene (2006), os principais microrganismos
encontrados na cavidade oral de cades clinicamente saudaveis sdo dos géneros
Neisseria, Actinomyces, Staphylococcus, Bacterioides, Fusobacterium,
Propionibacterium, Candida e Mycoplasma.

Em cées errantes da cidade de Guarulhos/SP, as principais bactérias
aerObias observadas na mucosa oral foram Escherichia coli e Staphylococcus spp.,
seguida de Klebsiella spp., Bacillus spp., Proteus spp., Salmonella spp., Morganella
spp., Citrobacter spp. e Streptococcus spp. (LIPPOLIS; BENITES; MELVILLE, 2004).
As bactérias aerdbicas e microaerofilas, Micrococcus luteos, Moraxella spp.,
Pseudomonas spp., e outras encontradas em menores quantidades, sédo isoladas
principalmente do sulco gengival saudavel de cdes (BRAGA et al., 2005).

A microbiota presente no biofiilme dentario pode alterar-se de
microrganismos gram positivos, ndo patogénicos, sem motilidade quando n&o se
tem alteragcdo na cavidade oral para uma microbiota anaerdbia, gram negativa com
motilidade nos estagios mais severos das lesées (GIOSO, 2003).

Em uma revisdo de literatura, Eto, Raslan e Cortinelli (2003) concluiram que
a presenca das diferentes espécies bacterianas na mucosa oral de humanos reflete
diretamente a condicdo periodontal e, a participacdo destes microrganismos

favorece a instalacdo e progressao da afeccéo oral.

2.3 Afeccdes da cavidade oral de cdes associadas a microbiota

A doenca periodontal é a principal enfermidade infecciosa e acomete cerca
de 80% de caes e gatos. Estudos indicam que animais com idade acima de quatro
anos apresentam algum grau de doenca periodontal, incluindo desde gengivite
discreta a severa periodontite. Além de destruir os tecidos de sustentagcdo do dente,
como gengiva, cemento, ligamento periodontal e osso alveolar (GIOSO, 2003) os

microrganismos envolvidos na periodontite também possuem potencial para causar
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diversas alteragOes sistémicas (DeBOWES, 2004; MITCHELL, 2005). A principal
causa das periodontopatias € a placa dental ou biofilme dental em contato com a
margem gengival, a afec¢éo inicia-se com gengivite leve podendo progredir para
uma periodontite severa se nao for tratada e controlada adequadamente (GIOSO,
2003; ROZA, 2004).

A prevaléncia de periodontite em caes idosos é maior quando comparada
aos jovens (DeBOWES; HARVEY, 1999; TELHADO et al., 2004) e ocorre uma
relacdo inversa com o0 peso do animal, ou seja, animais de pequeno porte estao
mais predispostos a desenvolver algum grau de periodontite (HARVEY; SHOFER,;
LASTER, 1994). Um estudo retrospectivo realizado por Venturini et al. (2007) das
doencas da cavidade oral de pequenos animais atendidos em 44 meses em um
centro odontolégico veterinario demonstrou que a afeccdo periodontal foi a mais
frequentemente diagnosticada nos cées (71,4%) e gatos (74%), seguida de fraturas
dentarias nos cées. A presenca de cérie foi constatada em apenas 1,1% dos
animais, enfermidade com baixa prevaléncia em pequenos animais ja descrita por
outros autores (PACHALY; GIOSO, 2001; GIOSO, 2003; ROZA, 2004).

Estomatite fungica, geralmente resulta de infeccdo por espécies do género
Candida, porém sao raras em pequenos animais. As candidiases podem estar
associadas com inflamacdo oral difusa, especialmente na lingua e nas juncdes
mucocutaneas (GREENE, 2006). Em caes, C. albicans ja foi isolada da cavidade
oral de quatro animais que apresentavam sinais de gengivite e/ou estomatite
(JADHAV; PAL, 2006). Em humanos, as candidiases bucais sdo comuns,
principalmente em pacientes imunocomprometidos (FARAH; ASHMAN;
CHALLACOMBE, 2000; AKPAN; MORGAN, 2002; GOMPERTZ et al., 2005).

Com relacdo as lesdes por M. pachydermatis na cavidade oral de cdes,
somente foi relatado um caso da associacdo de estomatite, faringite e tonsilite
causada por esta levedura (PINTER; NOBLE, 1998).

2.4 Fungos leveduriformes
2.4.1 Género Malassezia

O género Malassezia, primeiramente descrito por Baillon em 1889, pertence
a familia Cryptococcaceae, ordem Cryptococcales, classe Blastomycetes e divisdo
Deuteromycotina. As células apresentam-se esféricas ou elipsdides com brotamento
Gnico em base larga (KREGER, 1984; WILKINSON; HARVEY, 1996). E
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caracterizado por leveduras que necessitam obrigatoriamente da suplementacéo dos
meios de cultivo com acidos graxos de cadeia longa, sendo a Unica espécie nao-
lipodependente a M. pachydermatis (MANSFIELD; BOOSINGER; ATTLEBERGER,
1990; GUEHO; MIDGLEY; GUILLOT, 1996).

A parede celular destas leveduras é espessa, com multiplas camadas e
apresentam protuberancias na parte interna da parede que corresponde a
invaginacdo da membrana plasmatica. A reproducdo é assexuada com producéo de
blastoconideos por um processo unipolar repetitivo ou brotamento, formando uma
célula globosa, oval ou cilindrica, adquirindo o formato alongado quando se desliga
da célula-mé@e A separagdo da célula filha, proporciona a formacgéo de um colar de
cicatrizes na célula-mae, apos distintos brotamentos (GUEHO; MIDGLEY; GUILLOT,
1996).

Em animais, foi Weidman em 1925, que isolou a levedura de um rinoceronte
indiano (Rhinoceros unicornis) com dermatite esfoliativa, sendo entdo demominada
Pityrosporum pachydermatis, devido a semelhanga com Pityrosporum humano,
diferenciando-se apenas por ndo possuir caracteristica de lipodependéncia
(GUILLOT; BOND, 1999). Gustafson, em 1955, substituiu a nomenclatura para
Pityrosporum canis e, em 1974, foi estabelecido que as leveduras do género que
ndo necessitassem de suplementacgédo de lipidios seriam agrupadas em Unico téaxon,
atualmente designado Malassezia pachydermatis, segundo alteracdo proposta por
Yarrow e Ahearn (1984), que deram prioridade a Malassezia, jA que este género
havia sido descrito previamente.

Em 1955, Sloof descreveu a presenca da levedura em cées, isolando-a em
cerca de 70% do total de amostras estudadas de casos de otite externa (SLOOF,
1974). Fraser, em 1965, estudando a M. pachydermatis, concluiu que esta levedura
pode ser um agente significante nas otites caninas, por causarem irritacdo do
epitélio do meato acustico, mas que também esta presente em caes com orelhas
saudaveis, embora apresente um numero menor de células visualizadas na
microscopia.

Um importante estudo feito por Guého, Midgley e Guillot (1996) reclassificou
as leveduras do género, agrupando-as em sete espécies: a ja conhecida nao-
lipodependente M. pachydermatis e seis espécies lipodependes M. furfur, M.

sympodialis, M. slooffiae, M. globosa, M. obtusa e M. restricta.
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Na atualizacdo do género realizada por Ashbee (2007) concluiu-se que
existiriam 11 espécies distintas e, a distribuicdo das espécies na pele normal e
qgquando patogénicas apresentaram variacdo significativa, sendo que uma
determinada espécie seria responsavel por uma doenca especifica.

Recentemente, o género Malassezia aumentou para 13 espécies, sendo M.
pachydermatis ainda a Unica nao-lipodependente e 12 lipodependentes (GUILLOT,;
HADINA; GUEHO, 2008). As novas espécies incluidas foram: M. dermatis (SUGITA
et al. 2002), M. japonica (SUGITA et al., 2003), M. yamatoensis (SUGITA et al.,
2004). As espécies M. nana, isolada de otites em gatos e bovinos (HIRAI et al.,
2004), M. caprae e M. equina isoladas da pele higida em cabras e pele higida e com
lesdes em equinos, respectivamente (CABANES et al., 2007), sendo as duas Gltimas
identificadas apos o estudo realizado por Ashbee (2007).

M. pachydermatis cresce bem em meio agar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol a 37°C em 24-48h, apresentando colbnias opacas, de coloracdo
amarelo creme a marrom alaranjado, textura seca e friavel, superficie redonda ou
em forma de cupula (GUEHO; MIDGLEY; GUILLOT, 1996; GUILLOT et al., 1996).
Esta levedura é particularmente sensivel ao frio e a maioria das cepas torna-se
inviavel apés trés meses em temperaturas de 4°C (GUILLOT; BOND, 1999).

Morfologicamente observa-se a levedura como células isoladas ou em
grupos, com formato oval ou com germinacédo unipolar de base larga, adquirindo o
formato de garrafa, estando, normalmente, ausentes as hifas e pseudohifas
(GUEHO; MIDGLEY; GUILLOT, 1996; SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996).

A reacgdo de catalase é positiva (BOND; ANTHONY, 1995; GUILLOT et al.,
1996; COUTINHO, 1997; NOBRE et al., 1998; NASCENTE et al., 2004), exceto para
M. restricta (GUILLOT et al., 1996), e a incorporacdo de 10% de Tween 20 ao agar
glicose/peptona inibe o seu crescimento, o que diferencia a M. pachydermatis das
demais espécies do género (GUEHO; MIDGLEY; GUILLOT, 1996).

A hidrélise da uréia apresenta diversidade de resultados observados por
varios autores (BOND; ANTHONY, 1995; NOBRE et al., 1998; NASCENTE et al.,
2004).

As leveduras do género Malassezia sdo microrganismos comensais de
diversos sitios anatbmicos de humanos e animais domésticos podendo tornar-se
patégenos. Malassezia pachydermatis € a espécie mais estudada em animais e é

considerada parte da microbiota de varios sitios anatdomicos em cées e gatos,
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principalmente do meato acustico externo e tegumento cutaneo, embora também
possa ser freqientemente isolada do reto, sacos anais, vagina, espaco interdigital
(NOBRE et al., 1998; BOND; LAMPORT; LLOYD, 2000; NASCENTE et al., 2004) e
cavidade oral (BOND; LLOYD, 1997; BRAGA et al., 2005, BRITO et al. 2008). Esta
levedura também esta frequentemente relacionada aos casos de otite externa
canina (NOBRE et al.,, 1998; NASCENTE et al.,, 2004; MACHADO et al., 2003;
LYSKOVA; VYDRZALOVA; MAZUROVA, 2007).

A proliferacdo desta levedura pode ser inibida por outros microrganismos ou
ser favorecida por eles (GABAL, 1988; NOBRE et al.,, 1998). Segundo Lobell,
Weingarten e Simmons (1995), o uso indiscriminado de antibacterianos além de
causar resisténcia de agentes patogénicos, elimina bactérias comensais que

competem com a M. pachydermatis facilitando o seu desenvolvimento.

2.4.2 Género Candida

Lagenbeck (1839) foi quem fez o primeiro relato do isolamento da levedura
na mucosa oral de um paciente humano. Porém, foi em 1923 que Berkhout
classificou um grupo de leveduras anascosporadas pertencentes até entdo ao
género Monilia como Candida. O género Candida é constituido por leveduras com
reproducdo assexuada, através da formacdo de blastoconideos, pseudohifas e,
ocasionalmente hifas verdadeiras. Atualmente, esta classificado na subdivisdo
Deuteromycotina, classe Blastomycetes, ordem Moniliales, familia Cryptococcaceae.
No entanto, espécies como C. guilliermondii e C. krusei ja tém a forma sexuada ou
teleomorfa conhecida, e sdo classificadas na subdivisdo Ascomycotina, classe
Hemiascomycetes, ordem Endomycetales, familia Saccharomycetaceae, género
Pichia e género Issatchenkia, respectivamente (RIPPON, 1988; KWON-CHUNG;
BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002).

Estas leveduras sédo componentes da microbiota de humanos e animais
clinicamente saudaveis e sédo descritos como agentes oportunistas causadores de
micoses em todo o mundo. Estdo amplamente distribuidas no ambiente e,
frequentemente colonizam pele e mucosas, como cavidade oral, trato
gastrointestinal e mucosa genital de mamiferos (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992;
LACAZ et al., 2002; SORIA et al., 2002; CLEFF et al., 2005; ANDRADE, 2006).
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Quando realizado o exame direto do material clinico serdo visualizadas, na
forma saprébia, leveduras Gram positivas, com tamanho de 2-3x4-6uym, ovaladas

e/ou alongadas com brotamento. Em parasitismo serao visualizados blastoconideos,
hifas e pseudohifas. Quando cultivada em agar Sabouraud dextrose a 35°C tem
crescimento em 24-48h, apresentando colénias brilhantes ou opacas, coloracdo

branca a creme, textura cremosa, bordas regulares ou irregulares e odor de levedo.

Na microscopia € possivel observar blastoconideos esféricos de 8-12um ou ovais (6-

10x3,6-6pym) com paredes finas, auséncia de capsula, algumas espécies podem

apresentar clamidoconideos terminais ou intercalares (LACAZ et al., 2002).

As principais espécies dentro do género sdo C. albicans, C. parapsilosis, C.
krusei, C. lusitanie, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. stellatoidea, C.
glabrata, C. famata e C. rugosa (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; SIDRIM;
MOREIRA, 1999). C. albicans tem sido isolada da boca, tubo digestivo, intestino,
orofaringe, vagina e da pele de individuos sadios, principalmente humanos. Sendo
assim, a maioria das infec¢des causadas por esta levedura € de origem enddgena.
Contudo, mais recentemente, a transmissédo exdgena, principalmente intra-hospitalar
de espécies do género, tem sido relatada (GOMPERTZ et al., 2005). Estudos
indicam que essas leveduras podem estar presentes nas maos de agentes da saude
gue trabalham em Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) (NASCENTE et al., 2007)
e, também em cateteres umbilicais de recém-nascidos internados na UTI neonatal,
alertando sobre a presenca destas e a ocorréncia de infeccdes fungicas sistémicas
em pacientes internados nestas unidades (FERNANDES et al., 2007).

Candida albicans é considerada patdégeno oportunista das regides muco-
cutaneas, trato digestério e genital de mamiferos e aves, além de estar envolvida em
alguns casos de lesdes cutaneas, unhas e trato respiratorio com potencial para
desencadear infeccao fangica sistémica (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; CLEFF
et al., 2007a; CLEFF et al., 2008).

Em animais, as leveduras do género Candida s&o isoladas das mucosas
vaginal, oral e anal, bem como da pele, meato acustico externo e espaco interdigital,
podendo tornar-se patogénicas com o aumento do numero de células (KWON-
CHUNG; BENNETT, 1992; WILKINSON; HARVEY, 1996; MOREIRA JR, 2001,
BRITO et al.,, 2008). Em cées, Candida spp. ja foi isolada do tegumento e das
mucosas (GUILLOT; CHERMETTE; MAILLARD, 1996; MORETTI et al., 2004;
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CLEFF et al., 2005; CLEFF et al., 2007b; BRITO et al., 2008) e C. krusei ja foi
isolada de um tubo de gastrotomia em um felino (BOUTILIER; CARR, 2005). Porém,
outras especies como C. catenulata, C. famata e C. intermedia ainda ndo foram
descritas como parte da microbiota oral de cées. Entretanto, estas leveduras
possuem potencial patogénico para desenvolver infeccbes sistémicas,
principalmente em paciente imunodeprimidos (RADOSAVLJEVIC et al., 1999).

Mesmo ndo sendo indicativo de doenca, a presenca da levedura é
fundamental para instalacdo da infeccdo clinica, sendo que a concentracdo do
microrganismo esta relacionada a maior probabilidade de desenvolvimento de
gualquer forma de candidiase (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996). Terapia com
antineoplasicos, permanéncia de cateter intravenoso por longo periodo em pacientes
criticos, pacientes neutropénicos e transplantados; alteracdes das barreiras
anatbmicas por traumas, queimaduras, cateterismo, ventilagdo mecanica;
circunstancias que alterem a microbiota normal, como uso de antibiéticos de amplo
espectro, desequilibrios nutricionais, doengas auto-imunes e metabdlicas,
endocrinopatias, uso de antibioticoterapia e glicocorticoterapia indiscriminada ou
farmacos indutores de neutropenia, sdo 0s responsaveis pelo desenvolvimento dos
casos mais graves da doenca (FERREIRO et al., 2002; TEIXEIRA; MEZZARI, 2005;
GOMPERTZ et al., 2005; CLEFF et al., 2007a).

A candidiase oral & muito comum, principalmente em individuos
imunocomprometidos (FARAH; ASHMAN; CHALLACOMBE, 2000; LACAZ et al.,
2002; SIDRIM; ROCHA, 2004) e, a espécie mais comumente isolada nestes casos é
a C. albicans, porém outras espécies podem estar envolvidas (AKPAN; MORGAN,
2002; GOMPERTZ et al., 2005). Em um estudo de Azevedo et al. (1999) leveduras
do género Candida foram encontradas na saliva de 47,4% de individuos sem leséo
oral, em 81,8% de portadores de lesdes orais compativeis com candidose, em
44,4% pacientes com alguma lesédo oral e em 86,4% diretamente das lesGes. A
ocorréncia da cultura pura de leveduras em casos de periodontite apical indica seu
potencial patogénico no canal radicular, a capacidade de Candida sp. sobreviver em
ambiente com nutrientes limitados e a capacidade de resistir a acdo dos produtos
frequentemente utilizados na endodontia (WALTIMO et al., 2003).

Em pequenos animais, os relatos de candidiase sao cada vez mais comuns,
sendo descritos casos de piodermatite das pregas labiais, dermatite mucocutanea

localizada e disseminada, otites, infeccbes do trato urinario e infecgdes sistémicas
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(RAPOSO et al., 1996; MUELLER; BETTENAY; SHIPSTONE, 2002; MORETTI et
al., 2004; CLEFF et al., 2007a), casos de infec¢do oral também ja foram descritos
(JADHAV; PAL, 2006).

2.4.3 Género Trichosporon

O género Trichosporon pertence a subdivisdo Deuteromycotina, classe
Blastomycetes, familia cryptococcaceae (LACAZ et al., 2002). As espécies de
Trichosporon estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas no
solo, amostras de agua, vegetais e em excrementos de animais, podendo ser
isoladas, também, da pele higida e trato respiratério do homem (LACAZ et al., 2002;
WALSH et al.,, 2004). Em mamiferos e aves, este género também ja foi isolado
(SHAREEF et al., 2008).

Em agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol as col6nias
apresentam-se macroscopicamente de coloracdo creme, aspecto cremoso com
sulcos radiados, com desenvolvimento rapido. Ao exame microscépio, apresentam
micélio formado por hifas claras, septadas e ramificadas que formam artroconideos e
blastoconideos (LACAZ et al., 2002).

Seis espécies do género Trichosporon tém sido associadas a doenca no
homem, T. asahii, T. asteroides, T.cutaneum, T. inkin, T. mucoides e T.ovoides
(SUGITA et al., 1999). T. beigeli ndo é mais considerada como espécie
(GOMPERTZ et al.,2005; CHAGAS-NETO; CHAVES; COLOMBO, 2008).

A principal micose superficial relacionada com o género Trichosporon, é
caracterizada pela presenca de nddulos claros e pouco aderentes ao pélo,
conhecida como piedra branca (LACAZ et al.,, 2002; SIDRIM; ROCHA; 2004,
GOMPERTZ et al., 2005). E a tricosporonose € a doenca sistémica grave, de mau
progndstico que acomete principalmente pacientes imunocomprometidos,
demonstrando que este género pode estar envolvido também em infeccbes
sistémicas (SUGITA; NISHIKAWA; SHINODA, 1998; LACAZ et al., 2002;
WOODGYER, 2004; GOMPERTZ et al., 2005), aléem de infec¢cbes cutaneas
superficiais (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004). Em 2008, SHAREEF e
colaboradores descreveram um caso de glossite, em paciente humano, que teve
como agente etiologico T. asahii. Recentemente, esta mesma espécie foi descrita
como um emergente patdgeno oportunista causando infec¢des disseminadas,

principalmente em pacientes imunocomprometidos (LACAZ et al., 2002; WALSH et



32

al., 2004; WOODGYER, 2004). Na literatura consultada, ndo foram encontrados
relatos de infeccdo por leveduras do género Trichosporon em animais, porém ja
foram isoladas de lavado broncoalveolar de caes higidos (MELCHERT et al., 2008) e

do meato acustico externo de gatos sadios (AMARAL et al., 1998).

2.4.4 Género Rhodotorula

O género Rhodotorula esta classificado na subdivisdo Deuteromycotina,
classe Blastomycetes, familia Cryptococcaceae e ordem Cryptococcales. Em agar
Sabouraud dextrose com cloranfenicol a 28-37°C, as colbnias apresentam-se lisas,
mucoides, brilhantes, arredondadas de coloracdo résea ao avermelhado devido aos
pigmentos carotendides (BISWAS et al., 2001). Muitas colbnias apresentam aspecto
mucoide devido a formacéo da cépsula, enquanto outras sdo pastosas ou secas e
rugosas. Na microscopia observam-se blastoconideos unicelulares ovoéides ou
alongados com reproducéo por brotamento multilateral. Pseudohifas normalmente
estdo ausentes, embora algumas espécies possam apresentar até mesmo hifas
verdadeiras. Nao assimila inositol, hidrolisa a uréia e ndo possui capacidade
fermentativa (LACAZ et al., 2002).

Rhodotorula spp. é saproéfita de ambientes domésticos e comensal de pele
Umida. Pode ser isolada como contaminantes da pele ou de ambientes e sao
raramente isoladas de material clinico do trato urinario e Ulceras (GREENE;
CHANDLER, 2006). R. rubra e outras espécies raramente tém sido isoladas de
pacientes com doenca grave no estagio terminal. Entretanto, dos casos registrados,
a maioria foi causada pela espécie rubra, cuja presenca foi observada em infec¢des
fatais de pulméao, rins e SNC (LACAZ et al., 2002; LO RE; FISHMAN; NACHAMKIN,
2003). Rhodotorula spp. ja foi isolada das maos de agentes da saude que trabalham
em Unidade de Terapia Intesiva (UTI) (NASCENTE et al., 2007).

Espécies do género Rhodotorula apresentam-se como leveduras com
potencial patogénico emergente (NAVARRO; LAUZURICA; GIMENEZ, 2001).
Acomete principalmente individuos imunocomprometidos e, ja foi isolado da urina,
fezes, pele e cavidade oral de humanos hospitalizados (RIPPON, 1988; KWON-
CHUNG; BENNETT, 1992). Em animais, ja foi isolado do meato acustico externo
(BORNAND, 1992; AMARAL et al. 1998), cavidade oral de cdes (BRAGA et al.
2005), mucosa vaginal de gatas (ANDRADE, 2006) e de fémeas caninas higidas
(CLEFF et al., 2007b) e, da regido perianal de caes saudaveis (BRITO et al., 2008).
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A correta identificacdo é necessaria para a conduta do tratamento, pois este
género apresenta-se resistente a alguns antifungicos como fluconazol e
equinocandinas. As infeccbes com resolucdo espontédnea, em pacientes
imonocompetentes, sem uso de antifungico especifico pode sugerir a baixa
viruléncia desta levedura (TUON; COSTA, 2008).

2.4.5 Género Cryptococcus

Atualmente, o género Cryptococcus pertence a subdivisdo Deuteromycotina,
classe Blastomycetes, ordem Moniliales, familia Criptococcaceae (LACAZ et al.,
2002). O principal patégeno do género é o C. neoformans, porém, existem 19
espécies de Cryptococcus e, apesar de raros relatos envolvendo outras espécies
com potencial patogénico (MITCHELL; PERFECT, 1995), podemos destacar
patégenos oportunistas como C. albidus, C. curvatus, C. terreus e C. laurentii
(SUGITA et al., 2001). Existem duas variedades do C. neoformans, sendo que do
ponto de vista epidemiologico, a var. neoformans € cosmopolita e frequentemente
isolada das excretas ressecadas de aves, especialmente pombos urbanos (Columba
livia domestica) (ELLIS; PFEIFFER, 1990; LEVITZ, 1991), enquanto a var. gattii
mostrou ter uma associacdo com varias espécies de eucaliptos (ELLIS;
PFEIFFER,1990; KWON-CHUNG; BENNET, 1992; LACAZ et al.,, 2002; SIDRIM;
ROCHA, 2004).

Em humanos, a criptococose € considerada uma micose oportunistica que
acomete principalmente individuos imunocomprometidos (LACAZ et al., 2002). O
primeiro caso de criptococose em pequenos animais foi descrito por Holzworth em
1952 em um gato domestico e até hoje é considerada a micose sistémica mais
comum dentre as que acometem felinos (GROGAN; HART, 1997, LARSSON et al.,
2003). Apesar de ser uma doenca ainda pouco diagnosticada, o nimero de relatos
vem crescendo nos ultimos anos (HONSHO et al., 2003; LARSSON et al., 2003;
THOMSON; MIRANDA; SILVA, 2006).

A espécie C. albidus é também saprobia, encapsulada, porém raramente
esta associada a casos clinicos. Em caes, ja foram descritos dois casos de infeccéo
sistémica pelo agente e um caso de pielonefrite (NEWMAN; LANGSTON; SCASE,
2003; LABRECQUE; SYLVESTRE; MESSIER, 2005; KANO et al., 2008). Também
h& relatos de casos esporadicos da infec¢do por C. albidus em humanos, cavalo e
felino (GLUCK; MYERS; PASS, 1987; LOISON; BOUCHARA; GUEHO, 1996). Em
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caes, C. laurentii ja foi isolado de seis (13,1%) pacientes com otite externa
(BERNARDO; MARTINS; MARTINS, 1998).

2.5 Anti-sépticos orais

Devido a aproximagao, cada vez maior, do proprietario com seu animal de
estimacao, a preocupacdo com a saude oral em pequenos animais vem ganhando
maior importancia nos ultimos anos. Os anti-sépticos orais sdo agentes
antimicrobianos usados para reduzir a microbiota oral e, consequentemente a placa
dental. Entretanto, deve-se ter em mente que estes produtos possuem efeito limitado
e transitorio, pois reduzem a carga bacteriana oral, porém ndo tém capacidade de
remover a placa e o céalculo dentério (GIOSO; CARVALHO, 2004).

O principal anti-séptico utilizado em animais € a clorexidina, mas existem
outros compostos disponiveis no mercado, como 0s compostos de amdnia
guaternaria, compostos fenolicos, iodo polivinil-pirrolidona e triclosan (GIOSO;
CARVALHO, 2004). A aplicacdo de anti-sépticos bucais pode ser considerada ao
menos como uma medida preventiva, assim como alternativa ou complemento na
terapia de enfermidades da cavidade oral, principalmente as candidoses em
humanos (CANDIDO; AZEVEDO; ITO, 1996).

2.5.1 Clorexidina

A clorexidina, dentre os anti-sépticos orais utilizados na clinica de pequenos
animais, € um dos produtos mais eficazes, pois possui efeito bactericida imediato,
poder de retencdo, periodo de acdo de 12h, dentre outras vantagens (HENNET,
2002; GIOSO; CARVALHO, 2004). Em humanos, a clorexidina também é um dos
produtos mais comumente utilizados como anti-séptico bucal, anti-placa e no
controle de doencas periodontais (TOMAS et al., 2008).

Um estudo realizado em humanos, para determinar a concentragao inibitoria
minima de trés anti-sépticos bucais frente a C. albicans isoladas da cavidade oral,

demonstrou que o produto cujo principio ativo é a clorexidina (Periogard®-Colgate)
foi mais efetivo, em concentracdes relativamente baixas (6,4pyg/mL), o que

demonstra sua possivel aplicacdo na prevencdo de candidoses bucais. Nesta
concentracdo, os produtos Malvona®-Primé e Cepacol®Merrel, cujo principio ativo é

o cloreto de cetilpiridinio, inibiram 30% e 0% das cepas, respectivamente. Para estes
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produtos a concentracdo que ocorreu inibicdo de todas as cepas testadas foi
25,6pg/mL (CANDIDO; AZEVEDO; ITO, 1996).

Waltimo et al. (1999) avaliaram a atividade antifingica in vitro de 0,5% de
acetato clorexidina que mostrou-se efetiva em cinco minutos e, a concentracao de
0,05% foi efetiva em 1h, frente a C. albicans isolada da cavidade oral de humanos
utilizando a técnica em disco de papel filtro, previamente sensibilizado com a
levedura mergulhada nas solucdes das diferentes concentracdes e em diferentes
tempos de incubacao a 37°C.

O estudo de Meiller et al. (2001) avaliou a atividade antimicrobiana de trés
produtos comercias de uso odontolégico e 0,2% de digluconato de clorexidina,
sendo um dos produtos a base de 0,12% de digluconato de clorexidina, todos foram
testados frente a diferentes espécies de Candida através da macrodiluigcéo.
Observaram que estes produtos podem auxiliar no controle de fungos patogénicos
investigados e reduzir a colonizag&o oral por esses microrganismos.

Foi comparado o efeito bactericida frente a bactérias da microbiota salivar de
humanos a duas concentracbes de digluconato de clorexina (0,2% versus 0,12%).
As amostras de saliva foram colhidas depois de 30 segundos e 1h da utilizacdo dos
enxaguatorios bucais e posteriormente diluidas e semeadas para contagem de
UFC/mL, sendo observada uma reducdo do total de bactérias, principalmente
anaerobias obrigatorias, porém esta atividade antibacteriana do digluconato de
clorexidina 0,2% foi maior e somente esta concentracdo foi bactericida contra
bactérias anaerdbias obrigatorias (TOMAS et al., 2008).

Machado et al. (2007) estudaram o efeito da escovacédo dos dentes duas
vezes/dia com o gel de clorexidina a 0,2% no controle da gengivite e Candida spp.
em criangas HIV positivo, demonstrando que a terapia foi eficaz apds 21 dias de uso
e que o intervalo de 35 dias sem tratamento foi suficiente para aumentar
significativamente a frequéncia de gengivite e Candida spp. nestes pacientes.
Estudos in vivo também demonstram que a utilizacdo da clorexidina é capaz de
reduzir a gengivite em pacientes submetidos a tratamento ortodéntico (JAMILIAN, et
al., 2008).

Dentre os anti-sépticos orais utilizados na clinica de pequenos animais, a
clorexidina é o produto mais eficaz, pois possui efeito bactericida imediato, poder de
retencdo, periodo de acdo de 12h, dentre outras vantagens (HENNET, 2002,
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GIOSO; CARVALHO, 2004). Existem ainda formulagdes que contém clorexidina na
linha dermatolégica em pequenos animais. Além disso, € um potente anti-séptico
indicado na desinfeccdo de material cirdrgico, instalagbes como estabulos,
ordenhadeiras, laticinios e abatedouros e em instalacdes veterinarias como

hospitais, clinicas, canis, gatis e centrais de inseminacgao.

2.5.2 Cloreto de Benzalconio

O cloreto de benzalconio esta presente em formulacbes de anti-sépticos
orais para pequenos aninimais apesar de ser um desinfetante a base de amodnia
quaternaria com acdo bactericida e amplo espectro de acdo, o0 qual possui
recomendacdo para desinfeccdo de utensilios e equipamentos em atividades
leiteiras, industrias avicolas, pecuaria, haras, canis e gatis. Existem ainda, em
medicina veterinaria, solucéo oftalmica, deo-colonia e solugdo bucal para pequenos
animais (CPVS, 2009), porém, na literatura consultada, ndo foram encontrados
estudos cientificos demonstrando a eficiéncia e toxicidade deste composto quando
utilizado como anti-séptico bucal. Este composto também é utilizado em medicina
humana como descongestionante nasal, contudo estudos indicam que o0 uso deste
medicamento pode agravar problemas respiratérios (O ESTADO DO PARANA,
2008) e, quando foram avaliados os efeitos genotoxicos e citotoxicos in vitro em
diferentes concentragfes (variando de 0,002% a 0,05%) do cloreto de benzalcdnio
através da exposicdo de cultura celular por duas horas, revelaram que
concentracbes empregadas nos produtos comerciais nasais causaram danos no
DNA das células epiteliais do trato respiratério (DEUTSCHLE et al., 2006). Foi
relatado caso fatal de envenenamento, em humano, pela ingestdo de cloreto de
benzalconio a 10% utilizado na desinfecgcdo de ambientes (HITOSUGI; MARUYAMA;
TAKATSU, 1998).

Cloreto de benzalcénio a 0,5% demonstrou atividade desinfetante contra
espécies de Candida, como C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis, porém foi
relativamente ineficaz contra Aspergillus ochraceus (GUPTA; AHMAD;
SUMMERBELL, 2002).



37

2.5.3 Propolis

Por centenas ou milhares de anos a prépolis vem sendo bastante utilizada
em medicina humana para curar infecgdes (SANTOS et al., 2002).

Véarios estudos tém mostrado que a propolis apresenta acéo antibacteriana,
antinflamatoria (DIAZ et al., 1997), antifingica (NETO, 2004) dentre outras. E, além
disso, é capaz de estimular o sistema imune (FISCHER et al., 2007). Foi
demonstrado in vitro através do método de diluicAo em agar que, bactérias orais
anaerobias foram sensiveis aos extratos de propolis provenientes de diferentes
regides com valores de Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) que variaram de 4 a
512 mg/mL. Extratos etandlicos de propolis foram mais eficientes contra amostras de
bactérias anaerdbias Gram positivas do que Gram negativas isoladas da cavidade
oral de humanos (KORU et al., 2007) e, considerando a crescente resisténcia de
bactérias anaerdbias a terapia antimicrobiana, a prépolis pode ser considerada na
terapia de doencas da cavidade oral (SONMEZ et al., 2005; KORU et al., 2007).

No estudo de Ferreira et al. (2007) foi demonstrada a atividade
antibacteriana do extrato de etanol de prépolis frente a patdogenos endodonticos
como, Prevotella nigrescens, F. nucleatum, Actinomyces israelii, Clostridium
perfringens e Enterococcus faecalis. Também foi testada a suscetibilidade in vitro,
através da difusdo em agar, de bactérias bucais contra diferentes tinturas
fitoterdpicas, dentre elas a propolis. As bactérias testadas foram Streptococcus
mutans; Streptococcus sobrinus; Streptococcus mitis e Streptococcus sanguis;
Staphylococcus aureus e Lactobacilus casei. Com relacdo a tintura de propolis foi
observada diluicéo inibitoria maxima de 1:32 para S. aureus, 1:16 para S. mutans e
S. sobrinos, 1:8 para L. casei e 1:4 para S. sanguis e S. mitis, demonstrando
atividade antibacteriana frente a todos isolados, porém em diferentes diluicbes
(SOARES et al., 2006).

Leveduras como, C. tropicalis e C. albicans demonstraram sensibilidade a
baixas concentracdes de prépolis in vitro através do método de diluicho em agar
(SFORCIN et al., 2001). Azevedo et al. (1999) isolaram e identificaram leveduras da
cavidade oral de humanos com e sem lesdo e também estudaram a atividade
antifungica frente a estas levedura atraves da técnica de diluicAo em meio soélido de
dois produtos comercias, um contendo extrato alcélico de prépolis 10g% e o outro
com 0,12% de clorexidina para determinar a Diluigdo Inibitéria Maxima (DIM). A

contagem de UFC total/mL de saliva demonstrou um valor médio no grupo com
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candidose bucal (171,5% X 10°) maior do que no controle (72,6 x 10°) e portadores
de anormalidade (8,3 x 10%). A maioria das leveduras (95,7%) foi sensivel aos anti-
sépticos, sendo que o extrato alcolico de prépolis apresentou DIM igual a 1:20 para
77,1% e, a clorexidina uma DIM de 1:160 para 60% cepas de cavidades sadias;
semelhante ao obtido com cepas de lesdes bucais. Resultados diferentes ocorreram,
principalmente, entre as diferentes espécies. Os resultados indicam a possibilidade
de se empregar os anti-sépticos, como a propolis e a clorexidina, na prevencao e
terapia da candidose bucal.

O produto natural prépolis foi capaz de inibir espécies de C. albicans, C.
parapsilosis, C. guilliermondii, C. tropicalis e C. kerfyr, tanto in vitro através de
difusdo em agar como in vivo na reducdo de C. albicans da cavidade oral de ratos
(NETO, 2004). Os resultados de um estudo preliminar realizado por Williams (2005)
sugerem que o extrato de propolis pode ser eficaz no tratamento da candidiase oral,
além disso, parece ser tdo eficaz quanto o tratamento com a nistatina. Apesar dos
resultados satisfatérios em odontologia humana, ndo foram encontrados estudos
cientificos in vitro e/ou in vivo indicando o uso da tintura de prépolis como anti-

séptico bucal em pequenos animais.



3 Material e métodos

Durante o periodo de seis meses foi estudada a presenca de leveduras na
cavidade oral de fémeas caninas, bem como foi avaliada a suscetibilidade in vitro de
diferentes espécies isoladas frente a anti-sépticos orais utilizados na rotina

odontologica de pequenos animais e seus principios ativos separadamente.

3.1 Animais

Foram avaliadas 59 fémeas caninas, errantes, SRD, com idades
desconhecidas, que foram divididas em trés grupos conforme avaliacdo da arcada
dentéria, sendo o Grupo 1 com animais de zero a dois anos, o Grupo 2 com animais
de trés a cinco anos e o Grupo 3 com animais de seis anos ou mais. Todas as
fémeas eram provenientes do municipio de Pelotas/RS e encaminhadas no Hospital
Universitario de Clinicas Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (HUCV-
UFPel) para ovario-histerectomia eletiva. Assim que o0s animais chegavam ao
HUCV-UFPel passavam por exame clinico geral e coleta de sangue para
hemograma pré-operatério. Para o presente estudo os animais foram selecionados
aleatoriamente conforme liberacdo do centro cirargico.

As amostras da cavidade oral foram obtidas de trés sitios anatdémicos
distintos, como mucosa gengival, biofilme dental e sulco periodontal, com diferentes
formas de coletas, como swab, cureta, sonda periodontal milimetrada® e ponta de
membrana HA em éster de celulose?, sendo todo o procedimento de colheita
realizado no poés-cirdrgico imediato. Todas as fémeas foram acompanhadas com
fichas de identificagdo (Apéndice A). A alimentacdo que o0s animais recebiam

durante o tempo que permaneciam no HUCV-UFPel era a base de racles

! ABC Intrumentos Cirrgicos LTDA — S&o Paulo
2 Millipore® IndUstria e Comércio LTDA — Alphaville, Barueri, Sdo Paulo
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comerciais adequada ao peso corporal e agua ad libidum, também eram realizados

passeios diarios com 0s animais.

3.1.1 Conformidade cranial
Todas as fémeas eram SRD, porém todas foram classificadas quanto a

conformidade cranial em braquicefélicos, dolicocefélicos e mesocefalicos.

3.1.2 Avaliagéo da cavidade oral

A avaliagdo clinica da cavidade oral foi realizada com as pacientes
previamente anestesiadas, no pdés-cirirgico imediato. Foram analisadas quanto a
presenca de calculo dentario, fraturas dentérias, maloclusédo, halitose e sangramento

gengival.

3.1.2.1 Mensuracgéo da profundidade de sulco periodontal

A mensuracdo da profundidade do sulco periodontal foi realizada
introduzindo-se a sonda periodontal milimetrada por toda a face vestibular dos
dentes 4° pré-molar superior direito (4°PMSD) e canino superior esquerdo (CSE), de
cada animal. As variaveis analisadas e alteracdes com as quais foram comparadas

estao descritas na tab. 1.
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Tabela 1 — Idade, conformidade cranial, profundidade de sulco periodontal e
alteracdes encontradas na cavidade oral de fémeas caninas as quais foram
avaliadas estatisticamente

Variaveis AlteracOes da cavidade oral
Idade fratura dentaria
Grupo 1 célculo dentario
Grupo 2 sangramento gengival
Grupo 3 halitose
meédia da profundidade de sulco periodontal
Conformidade cranial fratura dentaria
Dolicocefalicos calculo dentario
Mesocefalicos sangramento gengival
halitose
Malocluséao

meédia da profundidade de sulco periodontal
Profundidade sulco periodontal fratura dentaria

calculo dentario

sangramento gengival

halitose

3.1.3 Colheita das amostras

Durante o periodo do estudo, foram avaliados 59 animais e colhidas 413
amostras obtidas de trés sitios anatémicos distintos da cavidade oral, como mucosa
gengival, bilofiime dental e sulco periodontal dos dentes 4°PMSD e CSE, com

diferentes formas de colheita, totalizando sete coletas por animal.

3.1.4 Métodos de colheita das amostras

A colheita de material da mucosa gengival foi realizada através de duas
técnicas, sendo a Técnica 1 primeiramente com swab estéril seguida de cureta (Fig.
2) e a Técnica 2 primeiramente com cureta estéril seguida de swab. A amostra do
biofilme dental, colhida através da friccdo de cureta estéril, era proveniente do
canino superior (esquerdo ou direito aleatoriamente) (Fig. 3). Do sulco periodontal
foram colhidas duas amostras, de ambos os dentes: 4°PMSD e CSE, diretamente
com sonda periodontal milimetrada® estéril (Fig. 4) e através da ponta de membrana
HA em éster de celulose esterilizadas que foram introduzidas nos respectivos sulcos
dentarios (Fig. 5). Na tab. 2, estdo descritos os locais de colheita e métodos

utilizados para obtencao das amostras.



Figura 2 — Colheita de material da mucosa gengival através de swab estéril (A)
seguida de cureta (B), conforme técnica 1

Figura 3 — Colheita de material do biofilme
atraves de raspagem do dente canino superior
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Figura 4 — Demonstracdo da mensuracéo da profundidade de sulco e colheita
de amostras com sonda periodontal milimetrada dos dentes 4°PMSD (A) e CSE

(B)

Figura 5 — Colheita das amostras do sulco periodontal dos dentes 4°PMSD (A)
e CSE (B) através de ponta de membrana HA em ésteres de celulose
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Tabela 2 — Descricdo dos locais e diferentes formas de
colheitas utilizadas na obtencdo das amostras dos diferentes
sitios da cavidade oral de fémeas caninas

Local de coleta (método utilizado) Amo:tras
Mucosa gengival (swab) 59
Mucosa gengival (cureta) 59
Biofilme* (cureta) 59
4°PMSD (sonda milimetrada) 59
4°PMSD (membrana HA de celulose) 59
CSE (sonda milimetrada) 59
CSE (membrana HA de celulose) 59
Total 413

*as amostras provenientes do biofilme foram colhidas do canino superior
esquerdo ou direito escolhido aleatoriamente

3.2 Processamento das amostras

As amostras provenientes dos diferentes sitios da cavidade oral foram
imediatamente semeadas em placas de Petri contendo meio de cultivo agar
Sabouraud dextrose! com cloranfenicol acrescido de azeite de oliva e, incubadas a

36°C por até dez dias, com observacao diaria, para posterior identificacéo.

3.2.1 Manutengé&o das amostras

As amostras que apresentavam caracteristicas morfolégicas compativeis
com o género Malassezia foram repicadas em placas contendo agar Sabouraund
dextrose com cloranfenicol e mantidas em temperatura ambiente. Para a
manutencdo e caracterizacdo dos géneros Candida, Trichosporon, Cryptococcus e
Rhodotorula foram realizadas subculturas em placas contendo agar Sabouraund
dextrose com cloranfenicol, sendo os cultivos, posteriormente, refrigerados. As
amostras eram observadas periodicamente e repicadas com intervalos mensais até

completa identificacao.

! Sabouraud Dextrose Agar®, Acumedia Manufacturs, Neogen Corporation, Lansing, Michigan.
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3.3 Identificacdo das leveduras isoladas
As diferentes colbnias foram estudadas quanto aos aspectos macro e

micromorfologicos, bem como as caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas.

3.3.1 Caracteristicas macromorfoldgicas

A caracterizagdo macromorfologica das coldnias leveduriformes foi realizada
através da observacdo destas em &gar Sabouraud dextrose com cloranfenicol
acrescido de azeite de oliva e agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol. Foram
avaliadas caracteristicas do verso e reverso das colonias, bordas, consisténcia,

coloracéo, textura e formacéo de halos.

3.3.2 Caracteristicas micromorfoldgicas

Para avaliagdo dos aspectos micromorfologicos foi realizado exame direto
através de esfregaco dos cultivos corado pelo método de Gram com posterior
visualizacdo com objetiva de 100X e 6leo de imersdo. Esta etapa foi realizada em
busca de células com morfologia compativel com leveduras. As caracteristicas
observadas foram quanto ao tipo de brotamento, presenca ou ndo de micélio e

presenca ou auséncia de capsula.

3.4 Caracterizacdo dos géneros e espécies isolados
3.4.1 Malassezia spp.

As amostras compativeis macro e micromorfologicamente com o género
Malassezia foram avaliadas quanto as caracteristicas bioquimicas como crescimento
em meio de cultura sem adicdo de acidos graxos de cadeia longa, para
comprovacéo da ndo-lipodependéncia e atraves dos testes de producao de urease e

catalase.

3.4.2 Rhodotorula spp.
Para as leveduras do género Rhodotorula utilizou-se a identificacdo as
caracteristicas macro e micromorfolégicas das col6nias, os testes bioquimicos como

producédo de urease e o teste do inositol.
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3.4.3 Reacéao da catalase

A reacao de catalase, que detecta a presenca desta enzima, foi avaliada a
partir da reacdo de uma algcada da col6nia em estudo obtida através de subcultura
de 24-48h, com uma gota de perdxido de hidrogénio a 3% em uma lamina de
microscopia. Nos casos positivos, o contato produz O, e apresenta formacdo de

bolhas.

3.4.4 Hidrolise da uréia

O teste da hidrolise da uréia foi realizado através da semeadura, com auxilio
da alca de platina, do in6culo da levedura com 24h em meio sélido de Christensen’.
O material foi incubado a 36°C por 48h com observacao da troca da coloracao do
meio provocada pelo marcador de pH, quando ocorre a hidrélise. Foram
consideradas positivas as amostras que apresentaram mudanca da coloragao inicial,

de amarela para rosa.

3.4.5 Assimilagao de carboidrato
Para identificacdo do género Rhodotorula realizou-se a técnica de

assimilacao, utilizando-se inositol como fonte de agucar.

3.4.6 Candida spp., Trichosporon spp. e Cryptococcus spp.

Para a identificacdo presuntiva de Candida albicans foi realizado teste do
tubo germinativo. As espécies dos géneros Candida, Trichosporon e Cryptococcus,
incluindo as espécies que formaram tubo germinativo, foram identificadas através do

sistema padronizado ID 32C? para identificacdo de leveduras.

3.4.7 Prova do tubo germinativo

Para a prova do tubo germinativo foram utilizadas subculturas de col6nias
com 24h. De cada isolado foi feita, de forma asséptica, uma suspensdo com uma
alcada da colénia em 0,5 ml de soro equino e, incubou-se a 36°C por 2-3h em estufa
bacteriol6gica. Apds este periodo, com uma gota desta suspensdo, montou-se uma

preparacdo entre lamina-laminula. Foram considerados positivos 0s casos em que

! Bacto-urea Broth. Difco Laboratories, USA.
% ID32C® - bioMériux, Marcy-I'Etoile/France.
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ocorreu formagédo de filamento fino e cilindrico originado da levedura, sem

constri¢ao.

3.4.7 Identificacéo através do sistema ID 32C

Para identificagdo das leveduras através do sistema ID32C com leitura e
interpretacdo automatizada, contou-se com a colaboracdo do Laboratério de
Micologia do Hospital Santa Rita da Santa Casa — Complexo Hospitalar de Porto
Alegre-RS. O sistema ID32C possui 32 testes de assimilacdo e uma base de dados.
As leveduras a serem identificadas foram subcultivadas em meio solido (agar
Sabouraud dextrose com cloranfenicol) a 25°C por 24h. Os indéculos foram
preparados com as coldnias de 24h em NaCl 0,85%* e ajustados na escala 2,0 de
McFarland no densitometro. Apos foram adicionados 250ul do in6culo no meio C.
Para preenchimento da galeria, onde se encontram 0s agucares a serem testados, a
pipeta foi calibrada para distribuicdo de 135ul desta suspenséo (Fig. 6). As galerias
foram fechadas e identificadas com numero do isolado e horario de incubagéo a
30°C. A primeira leitura e interpretacdo automatizada através do aparelho ATB™

Expression' "

(Fig. 7) era realizada em 24h e quando n&do obtinha-se uma
excelente identificacdo da levedura em estudo, a galeria era novamente incubada
por 48 ou 72h. Quando a identificacdo ao final das 72h ndo era satisfatoria, todo

procedimento era repetido.

! API®°Suspension Medium — bioMériux SA, Marcy-I'Etoile/France.
2aTB™ ExpressionT'\’I® - bioMériux SA, Marcy-I'Etoile/France.
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Figura 6 — Ajuste do in6culo na escala 2,0 de McFarland através do densitbmetro (A)
e preenchimento da galeria para posterior incubacéo (B)

Figura 7 — Demonstracdo do aparelho ATB™
Expression™ utilizado para leitura automatizada na
identificacdo das leveduras isoladas da cavidade
oral

3.5 Teste de suscetibilidade in vitro

O teste de sensibilidade in vitro para as leveduras foi realizado através da
técnica de Microdiluicdo em Caldo (MC), preconizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (antigo NCCLS) de acordo com o documento de
referéncia M27A2, com algumas modificacdes para M. pachydermatis e uso de anti-

sépticos.
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3.5.1 Anti-sépticos orais

Foi avaliada a atividade antifungica de dois anti-sépticos orais disponiveis no
mercado utilizados na clinica odontoldgica de pequenos animais frente as leveduras
isoladas da cavidade oral de fémeas caninas. Foram testados os produtos A' e B® e
0s principios ativos gluconato de clorexidina, cloreto de benzalcénio e tintura de
propolis, além destes, o etanol isoladamente. A descri¢cdo dos produtos comerciais e

as concentracdes testadas dos principios ativos estdo descritas na Fig. 8.

Anti-séptico VariacOes de concetracéo
Produto A gluconato de clorexidina 0,12%
cloreto de benzalcbnio 0,12%
extrato de clorofila 0,10%
Produto B tintura de prépolis 1%
cloreto de benzalcbénio 0,2%
aroma hortela-pimenta 0,5%
Alcool etilico Absoluto
Tintura de propolis 2%
1%
0,5%
Gluconato de clorexidina 0,24%
0,12%
0,06%
Cloreto de benzalcbnio 0,48%
0,24%
0,12%
0,06%

Figura 8 — Produtos comerciais e seus principios ativos com descricdo das
concentracdes utilizadas no teste in vitro

As diluicdes dos principios utilizados separadamente foram realizadas em
meio RPMI-1640° com L-glutamina e tampdo MOPS em pH 7.0, previamente

distribuidos nos pocinhos das microplacas.

! Eti-mag solucéo bucal® - Leivas Leite S.A., Pelotas, RS.
% Doctor Doggy Halitart sabor menta® - VetLabo, Porto Alegre, RS.
® Roswell Park Memorial Institute; Sigma Chemical Co., St Louis, MO.
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3.5.2 Leveduras utilizadas no teste in vitro
Para realizacdo do teste de suscetibilidade in vitro foram utilizados 15
isolados provenientes de trés sitios distintos da cavidade oral de fémeas caninas do

municipio de Pelotas-RS.

3.5.3 Preparacdo dos in6culos

Os in6culos foram preparados a partir de colénias jovens, com crescimento
de 24h em agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol a 36°C, ap6s foram
suspensos em 5mL de solucao salina estéril e homogeneizados. Esta suspensao do
in6culo foi ajustada de acordo com a escala 0,5 de McFarland que corresponde a
um indculo inicial de aproximadamente 5x10° CFU mL™. Apés, foi preparado uma
diluicdo de 1:50 transferindo-se 100ul desta suspensao para 4,9mL de solucéo
salina estéril e, a diluicdo de 1:20 foi através da transferéncia de 250l da suspenséo
anterior em 4,75mL de meio RPMI-1640. Esta udltima diluigdo do indéculo foi
dispensada em aliquotas de 100ul nos pocgos, contendo previamente 100ul dos
produtos a serem testados e suas diluicdes. Quanto as cepas de M. pachydermatis,
utilizou-se Sabouraud dextrose liquido para preparacdo dos inéculos, bem como
para preenchimento dos pocos utilizados no teste (EICHENBERG et al., 2003;
NASCENTE et al.,, 2003). As diluicbes, para esta espécie, foram preparadas

conforme descrito anteriormente para as demais cepas.

3.5.4 Concentracdao Inibitoria Minima (CIM)

A leitura do teste de suscetibilidade in vitro foi realizada em 24, 48 e 72
horas apos a incubacédo, quando foi realizada comparacgéao visual do crescimento da
levedura nos pocgos do controle positivo com o crescimento nos poc¢os referentes aos
produtos A e B e as diferentes concentracdes dos compostos testados. A menor
concentracdo capaz de produzir proeminente inibicdo (50%) do crescimento da
levedura em relacdo ao poco controle-positivo foi identificada como a CIM
(Concentracéo Inibitéria Minima) do produto para aquela amostra.
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3.5.5 Concentragcao Fungicida Minima (CFM)

Para confirmacdo dos resultados obtidos através da CIM, uma aliquota de
5uL de todos os pocinhos de todas as concentracfes e produtos testados foram

semeados em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose acrescido de
cloranfenicol. As placas permaneceram incubadas a 36°C por 48h quando foi

realizada leitura.

3.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do pacote estatistico “Statistix 8.0",
sendo utilizado teste qui-quadrado para diferenciar formas de coleta, relacdo entre
as alteracdes encontradas na cavidade oral e relacdo entre as alteracbes e
ocorréncia de isolamento de leveduras. Analise de variancia com delineamento
completamente casualizado e teste de Tukey foram utilizados para comparacédo de

média da profundidade de sulco.



4 Resultados

4.1 Avaliagao da cavidade oral

Foram avaliados 59 animais selecionados aleatoriamente entre fémeas
caninas encaminhadas ao HUCV-UFPel para ovario-histerectomia eletiva. As
caracteristicas analisadas foram idade, conformagédo cranial e alteragbes na
cavidade oral. Quanto a idade, os animais foram divididos em trés grupos, no grupo
1, com 19 (32,2%) animais, as idades variaram de zero a dois anos, no grupo 2,
composto por 24 (40,68%) animais, de trés a cinco anos e no grupo 3, com 16
(27,12%) animais, com seis anos ou mais.

Com relagao aos tipos cranianos, os animais foram divididos em trés grupos,
os braquicefalicos (dois animais), dolicocefalicos (13 animais) e mesocefalicos (44
animais). Porém, o grupo braquicefalicos apresentou apenas dois representantes,
nao sendo avaliado estatisticamente.

Na avaliacdo da cavidade oral foi encontrada presenca de calculo dentario
em 46 animais (77,97%), fratura dentaria em 18 (30,51%), maloclusdo em 14
(23,73), halitose em sete (11,86%), sangramento gengival em sete (11,86%) e na
mensuracao profundidade de sulco gengival dos dentes 4° pré-molar superior direito
e canino superior esquerdo, foi encontrada média de 2mm para ambos os dentes.
Na Fig. 9 estdo demonstradas as altera¢cbes encontradas na cavidade oral das

fémeas caninas.
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Figura 9 — Presenca de calculo dentario e sangramento gengival (A), fratura
dentaria nos caninos inferiores (B), maloclusdo, atrito entre os caninos e
desgaste de incisivos (C) e mensuracao da profundidade de sulco (2,5mm) do
canino superior esquerdo (D)

Ao relacionar a idade com a presenca de fraturas, observou-se diferenca
significativa (p=0,0030) dos animais que tinham fratura do grupo 3 (16,94%) em
relacdo aos do grupo 2 (10,17%) e do grupo 1 (3,39%). Quanto a presenca de
calculo dentério com relagéo a idade, foi observada diferenca estatistica significativa
(p=0,0000) entre os grupo 1 (11,86%) e os grupos 2 (38, 98%) e 3 (27,12%), sendo
qgue o grupo 1 apresentou menor frequéncia de calculo dentario que os outros dois
grupos. Quanto a presenca de sangramento gengival com relacdo a idade, também
foi encontrada diferenca estatistica significativa (p=0,0136) entre o grupo 3 (8,47%) e
0s grupos 2 (3,39%) e 1 (ndo foi encontrado sangramento gengival em nenhum
animal deste grupo). Entretanto, quanto a relacdo entre halitose e idade, ndo houve
diferenca significativa (p=0,5150).
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Quando relacionado tipo de cranio com presenca de fratura, presenca de
calculo dentario, halitose, sangramento gengival e maloclusdo ndo houve diferenca
estatistica significativa (p>0,05). Assim como, na comparacdo entre as médias de
profundidade de sulco que foi 2mm no 4°PMSD e também no CSE. Em apenas dois
(3,39%) sulcos do 4°PMSD e um (1,69%) do CSE a profundidade foi superior a
3mm, ndo houve diferenca estatisticamente significativa com relacdo a conformidade
cranial, idade, calculo dentério, fratura, halitose e sangramento gengival. Na relacédo
entre o numero de locais de isolamento com idade, conformidade cranial, presenca
de fratura, presenca de calculo dentario, halitose, sangramento gengival e
maloclusdo também ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa
(p>0,05).

4.2 Metodologia de colheita

Foi realizada coleta em 59 (100%) fémeas caninas de trés diferentes sitios
da cavidade oral, totalizando sete formas de coleta.

As coletas da mucosa gengival foram realizadas através de duas técnicas,
com cureta e swab estéreis nos 59 animais, porém, de 30 cdes a coleta foi
primeiramente com swab (Técnica 1) e, em 29 primeiramente com cureta (Técnica
2). A coleta prévia com qualquer uma das duas técnicas reduziu significativamente a
possibilidade de isolamento com a segunda técnica utilizada. Em apenas dois casos
houve o isolamento de microrganismo na segunda coleta que ndo haviam sido
obtidos na primeira técnica. A relagdo do numero de isolamentos com a sequéncia

de técnicas utilizadas estdo descritas nas tab. 3 e tab. 4.

Tabela 3 — Relagcdo do numero de fémeas caninas com
isolamento de leveduras da mucosa gengival através da
técnica 1 (coleta com swab antes da cureta)

Cureta Isolamento Sem isolamento Total

Swab n(%) n(%) N (%)
Isolamento

n(%) 4(13,33) 6(20,0) 10(33,33)
Sem isolamento

n(%) - 20(66,67) 20(66,67)
Total

n(%) 4(13,33) 26(86,67) 30(100)
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Tabela 4 — Relagcdo do numero de fémeas caninas com
isolamento de leveduras da mucosa gengival através da
técnica 2 (coleta com cureta antes do swab)

Cureta Isolamento Sem isolamento Total

Swab n(%o) n(%) n(%)
'njg/'j)‘me”to 1(3,45) : 1(3,45)
ﬁ(eo/o”; isolamento 254 14y 21(72,41)  28(96,55)
:8,26;' 8(27,59) 21(72,41) 29(100)

As populacdes selecionadas para cada sequéncia de coleta foram alocadas
aleatoriamente. Para analise da prevaléncia de isolamentos de leveduras da mucosa
gengival considerou-se apenas a primeira coleta, 30 com swab (Técnica 1) e 29 com
cureta (Técnica 2), e neste caso ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa (p=0,63) entre elas, observando-se a prevaléncia de 33,33% (n=10) na
coleta com swab (Técnica 1) e 27,59% (n=8) na coleta com cureta (Técnica 2). Os
dados referentes aos isolamentos de acordo com a técnica estdo descritos na Fig.
10.

70
60
50
40 m Swab

30 - M Cureta

Total
20

10 .
0

Semisolamento Isolamento Total

Figura 10 — Prevaléncia (n) de leveduras da
mucosa oral de fémeas caninas de acordo com a
técnica utilizada (swab e cureta)

Das 413 amostras coletadas, considerando as sete formas de coletas em
cada um dos 59 animais, somente a coleta com sonda do 4 PMS ndo acrescentou
novos isolados. Dos 30 (100%) animais em que se obteve isolamento de leveduras,

em 19 (63,33%) apenas uma forma de coleta ou local apresentou isolamento, em
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trés (10%) animais foram isoladas leveduras de duas formas de coletas ou locais,
em cinco (16,67%) em trés locais ou formas de coleta, em dois (6,67%) em quatro e
um (3,33%) animal isolou-se em cinco locais ou formas de coleta. Dos 30 animais,
22 (73,33%) apresentaram somente um microrganismo, em seis (20%) foram
isolados dois e em dois (6,67%) foram isoladas trés leveduras de espécies
diferentes. A descricdo do numero de coletas, isolamento de leveduras em relacéo
aos locais de coleta e espécies diferentes de leveduras isoladas da cavidade oral de

fémeas caninas estao descritos na tab. 5.

Tabela 5 — Relacdo dos locais, formas de coletas, nUmero de amostras coletadas,
namero de coletas com isolamento e o numero de espécies diferentes de leveduras
isoladas de cada local da cavidade oral de fémeas caninas

AMOStras C_:oletas com _ Espéc_ies

Local de coleta n isolamento diferentes isoladas

n(%) n
Mucosa gengival (swab) 59 11(18,64) 5
Mucosa gengival (cureta) 59 12(20,34) 5
Biofilme 59 12(20,34) 4
Sonda 4’PMSD 59 3(5,08) 5
Sonda CSE 59 5(8,47) 3
Papel 4PMSD 59 5(8,47) 5
Papel CSE 59 5(8,47) 3
Total 413 53(12,83) 11

4.3 Isolamento e identificagéo

O isolamento de leveduras ocorreu em 30 (50,85%) dos animais, sendo que
o0 percentual de isolamento de leveduras nos animais com halitose (85,7%) foi
significativamente superior do que dos animais que nao tinham (46,2%) com
p=0,0494. Quando comparado a ocorréncia de isolamento de leveduras com
presenca de calculo dentario, sangramento gengival, conformidade cranial e idade
nao foi encontrada diferenca significativa. O numero de isolamentos para cada
alteracdo encontrada na cavidade oral, tipo de cranio e idade estdo descritos na Fig.
11.
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Figura 11 - Distribuicho de frequéncias de
isolamento de leveduras em cada alteracéo
encontrada na cavidade oral, tipo de cranio e
diferentes grupos de idade

Dos 59 (100%) animais avaliados, observou-se isolamento de leveduras em
30 (50,85%), sendo que sete (11,86%) animais apresentaram duas ou mais
leveduras na mesma forma de coleta ou local. De 413 amostras obtidas, incluindo as
sete formas de coleta em cada animal, observou-se o isolamento de 61 leveduras de
11 espécies diferentes. A distribuicdo de frequéncias dos 61 isolados de leveduras
nos diferentes locais de colheita na cavidade oral e 0 nimero de animais sem

isolamento estdo descritos na Fig. 12.
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Figura 12 - Distribuicdo de frequéncias dos 61
isolados de leveduras nos diferentes sitios da
cavidade oral das 59 fémeas caninas

Na analise microscopica realizou-se esfregaco com coloracdo de gram,
confirmando as células leveduriformes. Todas as col6nias leveduriformes foram
subcultivadas para posterior identificacdo em tubos e placas de Petri contendo agar
Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol.

Para identificacdo do género Malassezia, foram avaliadas caracteristicas de
colénias que se apresentavam de coloracdo amarelo creme ou marrom alaranjado,
superficie em forma de cupula, com textura seca e friavel. Na microscopia foram
observadas células ovais ou com brotamento unipolar de base larga com formato de
“pino de boliche” e auséncia de hifas ou pseudohifas (Fig. 13). Estas colbénias com
caracteristicas macro e microscopicas do género Malassezia foram subcultivadas
em agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol para comprovacdo ou néo
da lipodependéncia. Também foram avaliados os testes de urease, onde 80% das
amostras foram positivas e o teste da producdo de catalase, que resultou positivo
em 100% das amostras, porém, algumas cepas demonstraram-se fracamente
positivas. Todas as leveduras compativeis com o género foram identificadas como

M. pachydermatis.
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Figura 13 — Macromorfologia das colbnias caracteristicas do género
Malassezia (A) e aspecto microscopico da M. pachydermatis,
demonstrando os brotamentos em base larga, “pinos de boliche” (B)

O género Rhodotorula foi identificado através da macroscopia das colbnias
gue apresentaram-se arredondadas, com superficie lisa e brilhante e com pigmento
carotendide (Fig. 14). Na microscopia foi possivel observar os blastoconideos e
auséncia de hifas e pseudohifas. Para diferenciacdo do género também foram
utilizados os testes da urease, que foi positivo em todas as amostras e o teste do

inositol, que resultou negativo.

Figura 14 - Colbnias roseas com
caracteristicas =~ macroscOpicas  de
Rhodotorula spp. isoladas da cavidade
oral de fémeas caninas
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As colbnias compativeis macro e microscopicamente com o género Candida
foram avaliadas quanto a producdo de tubo germinativo em soro equino, somente
trés cepas foram capacidade de produzir tubo germinativo (Fig. 15) sendo

classificadas como C. albicans.

Figura 15 — Blastoconideos com formacao
de tubo germinativo em soro equino,
caracterizando C. albicans

Todas as leveduras, com excecdo dos géneros Malassezia e Rhodotorula,
foram identificadas através do sistema padronizado para identificacdo de leveduras
ID 32C com leitura automatizada através do aparelho ATB™ Expression™, inclusive
as leveduras com capacidade de producéo do tubo germinativo.

As leveduras isoladas dos diferentes sitios da cavidade oral de fémeas
caninas foram: M. pachydermatis (31-50,82%), Rhodotorula spp (8-13,11%), C.
albicans (3-4,92%), C. catenulata (2-3,28%), C. famata (1-1,64%), C. guilliermondii
(1-1,64%), C. parapsilosis (1-1,64%), C. intermedia (1-1,64%) (Fig. 16), T. asabhii (8-
13,11%), T. mucoide (1-1,64%) (Fig. 17) e C. albidus (4-6,56%) (Fig. 18).
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Figura 16 — Leveduras do género Candida isoladas da cavidade oral de
fémeas caninas. C. albicans (A); C. catenulata (B); C. famata (C); C.
guilliermondii (D); C. parapsilosis (E) e C. intermedia (F)
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Figura 17 — Diferentes colonias de Trichosporon asahii isoladas da
cavidade oral de fémeas caninas. T. asahii — colbnia rugosa (A) e T.
asahii — colonia mucdide e radiada (B)

Figura 18 — Colbnias de T. mucoide (A) e C. albidus (B) isoladas da
cavidade oral de fémeas caninas

Os géneros e espécies, formas de coleta e o local de onde foram isoladas as
leveduras estédo descritos na tab. 6.
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Tabela 6 — Distribuicdo de frequéncias de leveduras com relacdo as diferentes formas e
locais de coleta das 413 amostras da cavidade oral de fémeas caninas

Mucosa Mucosa
Levedura gengival gengival Biofilme  4°SPMS SCSE 4°PPMS PCSE Total

(swab) (cureta) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

n(%) n(%)

M. pachydermatis 8(13,11) 9(14,75) 9(14,75) 1(1,67) 1(1,64) 1(1,64) 2(3,28) 31(50,82)
C. albicans 1(1,64) - - - - 2(3,28) - 3(4,92)
C. catenulata - - - 1(1,64) - 1(1,64) - 2(3,28)
C. famata 1(1,64) - - - - - - 1(1,64)
C. guilliermondii - 1(1,64) - - - - - 1(1,64)
C. parapsilosis - 1(1,64) - - - - - 1(1,64)
C. intermedia - - - 1(1,64) - - - 1(1,64)
Rhodotorula spp 2(3,28) 1(1,64) 1(1,64) 1(1,64) 1(1,64) 2(3,28) - 8(13,11)
T. asahii 1(1,64) - 2(3,28) - 3(4,92) - 2(3,28) 8(13,11)
T. mucoide - - - - - - 1(1,64) 1(1,64)
C. albidus - 1(1,64) 1(1,64) 1(1,64) - 1(1,64) - 4(6,56)
Total 13(21,31) 13(21,31) 13(21,31) 5(8,2) 5(8,2) 7(11,47) 5(8,2) 61(100)

4°SPMS - colheita com sonda do sulco periodontal do 4° pré-molar superior; SCSE — colheita com sonda do sulco
periodontal do canino superior esquerdo; 4°PPMS — colheita através de ponta de membrana de HA éster de
celulose do sulco periodontal do 4° pré-molar superior; PCSE - colheita através de ponta de membrana de HA
éster de celulose do sulco periodontal do canino superior esquerdo

Dos 59 (100%) animais avaliados, em 30 (50,85%) houve isolamento de
leveduras, independente dos locais e/ou forma de coleta utilizada. Na tab. 7 estdo
descritas as leveduras isoladas da cavidade oral de fémeas caninas e o numero de

animais com isolamento daquela levedura.

Tabela 7 — Descricdo das leveduras isoladas e numero de
animais com isolamento para cada um dos géneros

NUumero de animais Total

Leveduras isoladas com isolamento n(%)
n(%)

Malassezia pachydermatis 19(32,20) 59(100)

Candida spp. 8(13,56) 59(100)

Trichosporon spp. 6(10,17) 59(100)

Rhodotorula spp. 7(11,86) 59(100)

Cryptococcus albidus 1(1,69) 59(100)

Dos 61 isolados de leveduras de trés sitios da cavidade oral de fémeas
caninas foram identificados cinco géneros, sendo 31 (50,82%) do género
Malassezia, nove (14,75%) Candida e nove (14,75%) Trichosporon, oito (13,11%)
Rhodotorula e quatro (6,56%) Cryptococcus (Fig. 19).
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Figura 19 — Frequéncia de isolamento dos cinco
géneros encontrados na cavidade oral de fémeas
caninas

4.4 Teste de suscetibilidade in vitro
As leveduras selecionadas para o teste foram M. pachydermatis (n=2), C.
albicans (n=2), C. catenulata (n=2), C. guilliermondii (n=1), C. parapsilosis (n=1), C.

intermédia (n=1), Rhodotorula spp. (n=2), T. asahii (n=3) e T. mucoide (n=1).

4.4.1 Concentracdao Inibitoria Minima (CIM)

Os resultados observados através da leitura da Microdiluicdo em Caldo (MC)
(Fig. 20) dos produtos testados (A e B), alcool etilico e os principios ativos gluconato
de clorexidina, cloreto de benzalcénio e tintura de prépolis, foi a inibicdo do
crescimento de todas as leveduras estudadas, em todas as concentragdes, com
excecao das concentragfes da tintura de propolis que ndo demonstraram acédo em

nenhuma das concentracdes testadas sobre estas espécies.
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Figura 20 — Antifungigrama através da técnica de
Microdiluicdo em Caldo com anti-sépticos orais frente a
C. albicans (A), Rhodotorula spp. (B), T. asahii (C) e M.
pachydermatis (D) demonstrando poco  com
crescimento (seta vermelha) e sem crescimento (seta
branca)

4.4.2 Concentracdo Fungicida Minima (CFM)
O crescimento das leveduras ocorreu apenas no controle positivo e na
concentracdo mais alta utilizada da tintura de prépolis (Fig. 21).
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Figura 21 — Demonstracdo dos resultados da concentragdo fungicida
minima (CFM) dos isolados de C. albicans (A), Rhodotorula spp. (B), T.
asahii (C) e M. pachydermatis (D) no controle positivo (canto superior
esquerdo) e na tintura de prépolis a 2% (canto inferior direito)



5 Discussao

Durante o periodo de estudo foi avaliada a cavidade oral de 59 fémeas
caninas encaminhadas ao HUCYV para ovariohisterectomia eletiva. Os animais foram
divididos em trés grupos com relacdo a idade, estipuladas de acordo com a
denticdo, sendo gque essa estimativa pode ser influenciada pelo tipo de alimentacéo,
malocluséo, traumatismo e higiene bucal (GIOSO, 2003). Neste caso, como eram
caes errantes, nenhum dos animais recebia qualquer tipo de higiene oral. A
diferenca estatisticamente significativa (p=0,0030) encontrada para a idade com
relacdo a presenca de fraturas nos dentes dos animais do grupo 3 (16,94%) quando
comparados aos do grupo 2 (10,17%) e ao grupo 1 (3,39%) provavelmente se deve
ao tipo de alimentacéo a qual estes animais estao expostos.

Quanto a presenca de calculo dentario com relagdo a idade, foi observada
diferenca estatistica significativa (p=0,0000) entre os grupo 1 (11,86%) e 0s grupos 2
(38, 98%) e 3 (27,12%), sendo que o grupo 1 apresentou menor frequéncia de
calculo dentario que os outros dois grupos, resultados também descritos na literatura
onde caes adultos tem maior probabilidade de ter calculo dentario, aumentando com
o avancar da idade (TELHADO et al., 2004).

Em relacdo a diferenca estatistica significativa (p=0,0136) para a presenca
de sangramento gengival com relacdo a idade entre o grupo 3 (8,47%) e o grupo 2
(3,39%), esta pode estar relacionada a presenca de lesbes no periodonto, como
descrito por outros autores (DeBOWES, 2004; ROZA, 2004), onde o sangramento
gengival pode indicar algum grau de doencga periodontal e que esta aumenta com o
avancar da idade, sendo que no grupo 1 néo foi encontrado sangramento gengival
em nenhum animal. Esta enfermidade acomete cerca de 80% de cédes e gatos e,
estudos indicam que os animais com idade acima de quatro anos apresentam algum

grau de doenca periodontal, incluindo desde gengivite discreta a severa periodontite
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(GIOSO, 2003; ROZA, 2004). Neste estudo, somente dois (3,39%) sulcos do
4°PMSD e um (1,69%) do CSE a profundidade foi superior a 3mm, sendo 2mm a
média de profundidade do sulco dos dentes avaliados. Estes resultados demonstram
gue os animais estudados tinham periodonto saudavel com profundidades de sulco
dentro da normalidade para a espécie em estudo (ROZA, 2004; MITCHELL, 2005).

O percentual de isolamento de leveduras nos animais com halitose (85,7%)
foi significativamente superior (p=0,0494) do que nos animais que nao tinham
(46,2%) esta alteracdo, demonstrando que, possivelmente a presenca de leveduras
na cavidade oral pode influenciar na condicdo da saude bucal ou a saude oral
inflenciar na presnca de leveduras. A presenca de halitose € uma das alteracbes
encontradas no exame extra-oral de pequenos animais quando esta cavidade é
acometida por alguma afeccdo (DeBOWES; HARVEY, 1999; DeBOWES, 2004,
ROZA, 2004).

A colheita realizada de diferentes formas nas 59 (100%) fémeas caninas em
trés diferentes sitios dacavidade oral totalizou sete coletas de cada animal. O
isolamento de leveduras ocorreu em 30 (50,85%) destes animais. Estudos para
determinar a frequéncia de leveduras na cavidade oral de cées ja foram realizados,
porém os locais de colheita, geralmente eram a mucosa gengival ou o sulco
periodontal (BOND; SAIJONMAA-KOULUMIES; LLOYD, 1995; BOND; LLOYD;
1997; BRAGA et al., 2005; BRITO et al., 2008).

Nas coletas da mucosa gengival realizadas através de duas técnicas, antes
com swab e depois com cureta estéril ou antes com cureta e depois com swab, a
coleta prévia com qualguer uma das duas técnicas reduziu significativamente a
possibilidade de isolamento com a segunda técnica utilizada, sendo que na maioria
dos casos, 0 animal que foi negativo na primeira coleta, ndo apresentou isolamento
na segunda também. Somente em dois casos, houve recuperacdo de um
microrganismo além daquele obtido na primeira coleta. Quando comparou-se a
coleta através de duas técnicas foi observada prevaléncia de 33,33% (n=10) na
coleta com swab e, 27,59% (n=8) na coleta com cureta, ndao havendo diferenca
estatisticamente significativa entre as duas técnicas, diferenciando assim, de
Ferreiro et al. (2002) que em um projeto piloto para isolamento de leveduras da
mucosa oral de felinos compararam os cultivos obtidos através de swabs com
agqueles obtidos através de cureta estéril, observando que a coleta com cureta

proporcionava um numero maior de isolamentos. Para Soria et al. (2002) a técnica
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de isolamento de leveduras atraves de cureta estéril também demonstrou melhores
resultados nos cultivos.

No presente estudo foram obtidos 61 isolados de leveduras na cavidade oral
de fémeas caninas, sendo de 11 espécies diferentes, distribuidas nos trés sitios
analisados, na mucosa gengival, no biofiime e no sulco periodontal. Na mucosa
gengival, oito espécies diferentes foram isoladas, sendo elas M. pachydermatis, C.
albicans, C. famata, C. guilliermondii, C. parapsilosis, Rhodotorula spp., T. asahii e
C. albidus. No entanto, diferindo deste trabalho, para Ferreiro et al. (2002) a Unica
levedura isolada da mucosa bucal de felinos com e sem lesao oral foi C. albicans.
Segundo Brito et al. (2008), que estudaram o isolamento de leveduras da mucosa
oral de 203 caes, quatro espécies foram identificadas (69 isolados de M.
pachydermatis, quatro de C. parapsilosis, um de C. tropicalis e um de S. cerevisae),
valor esse menor que o encontrado neste estudo. No entanto, quando comparamos
os achados referentes a M. pachydermatis isolada de todos os sitios analisados e
nas diferentes formas de coleta, representando 50,82% dos isolados da cavidade
bucal de fémeas caninas encontramos valores semelhantes no trabalho de Brito et
al. (2008), onde a levedura M. pachydermatis também foi a que obteve maior
namero de isolados da mucosa oral.

Vérios autores ja descreveram M. pachydermatis como parte da microbiota
oral (BOND; SAIJONMAA-KOULUMIES; LLOYD, 1995; BOND; LLOYD; 1997,
BRITO et al., 2008), no entanto, a relagdo de enfermidades orais de cées
associadas a essa levedura foi descrita apenas por Pinter e Noble (1998) que
isolaram a levedura de um caso de estomatite, faringite e tonsilite em um céo.
Contudo, esta levedura é a espécie mais estudada em animais e é considerada
parte da microbiota de varios sitios anatdmicos em céaes e gatos, principalmente do
meato acustico externo e tegumento cutdneo, embora também possa ser
freqientemente isolada do reto, sacos anais, vagina e espaco interdigital (NOBRE et
al., 1998; BOND; LAMPORT; LLOYD, 2000; NASCENTE et al., 2004; CLEFF et al.,
2005; ANDRADE, 2006), podendo tornar-se patégenos em humanos e animais
domésticos, como por exemplo, relacionado aos casos de otite externa canina
(NOBRE et al., 1998; MACHADO et al., 2003; NASCENTE et al., 2004; LYSKOVA,
VYDRZALOVA; MAZUROVA, 2007).
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Assim como espécies de Candida possuem a capacidade de aderéncia e
producdo de biofilme (GASPARETTO et al., 2005; LOPEZ-RIBOT, 2005), isolados
de M. pachydermatis provenientes de orelhas de cées foram também capazes de
produzir biofilme em materiais como poliestireno e poliuretano (CANIZZO et al.,
2007). O isolamento destes microrganimos da cavidade oral, inclusive do biofilme
dental em cédes demonstra que possivelmente estes podem estar envolvidos em
patologias orais.

Candida spp. que representou 14,75% dos isolados deste estudo, é
considerada parte da microbiota oral de animais (FERREIRO et al., 2002; BRITO et
al., 2008) e de humanos (LACAZ et al., 2002; FARAH; ASHMAN; CHALLACOMBE,
2000; AKPAN; MORGAN, 2002). Este género também pode ser isolado, em
humanos, a partir de um canal radicular de dentes infectados, tanto em cultura pura
como em associa¢cdo com bactérias (WALTIMO et al., 2003), sendo que C. albicans
ja foi isolada de casos de periodontite apical e marginal ndo responsivel a terapia
(WALTIMO et al., 2000). Em humanos, a candidiase oral € de grande importancia,
principalmente em individuos imunocomprometidos (FARAH; ASHMAN;
CHALLACOMBE, 2000) e as espécies mais comumente isoladas séo C. albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae, C. pseudotropicalis, C.
guilliermondii e C. stellatoidea. C. albicans isolada em trés (4,92%) coletas é o
principal patégeno da candidiase oral em humanos e, juntamente com C. glabrata e
C. tropicalis representam em torno de 80% dos isolados da infec¢éo clinica (AKPAN;
MORGAN, 2002), a baixa frequéncia desta espécie demonstra que possivelmente
existem diferencas entre a micriobiota leveduriforme oral humana e de cdes, como ja
descrito por Hayashi; Takada; Hirasawa (2008). Contudo, estomatites causadas por
C. albicans ja foram relatadas em quatro cdes (JADHAV; PAL, 2006). Na mucosa
oral de felinos esta levedura foi a Unica espécie isolada (FERREIRO et al., 2002),
porém nos estudos de Brito et al. (2008) e Hayashi; Takada; Hirasawa (2008) este
patdgeno nao foi isolado da mucosa oral de caes.

C. albicans é também patdégeno oportunista de regi6es mucocutaneas, trato
digestorio e genital de mamiferos e aves, além de estar envolvida em alguns casos
de lesBes na pele, unhas e trato respiratério com riscos de desencadear infeccéo
fungica sistémica (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). Em caes, Candida spp. ja foi
isolada do tegumento e das mucosas (GUILLOT; CHERMETTE; MAILLARD, 1996;
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MORETTI et al., 2004; CLEFF et al., 2007a) e em casos de estomatite (JADHAV;
PAL, 2006).

No presente estudo outras espécies do género Candida que foram isoladas
como C. gquilliermondii (1,64%) e C. parapsilosis (1,64%) podem estar
frequentemente envolvidas na candidiase bucal em humanos (AKPAN; MORGAN,
2002) assim como C. parapsilosis que ja foi isoladas da mucosa oral de cées por
Brito et al. (2008). Porém, outras espécies como C. catenulata, C. famata e C.
intermedia ainda ndo haviam sido descritas como parte da microbiota oral de caes.
Entretanto, estas leveduras possuem potencial patogénico para desenvolver
infeccbes sistémicas, principalmente em paciente imunodeprimidos
(RADOSAVLJEVIC et al., 1999).

C. albicans, C. guilliermondii, C. parapsilosis e C. famata assim como,
Trichosporon spp. também isolado neste trabalho, foram isoladas de cateteres
umbilicais de recém-nascidos internados na UTI neonatal do Rio Grande do Norte,
alertando para a presenca destas leveduras na ocorréncia de infec¢cdes fangicas
sistémicas em pacientes da UTI neonatal (FERNANDES et al., 2007), assim como a
presenca de leveduras nas maos de trabalhadores da saude nestas unidades
(NASCENTE et al., 2007).

O género Rhodotorula identificado em oito (13,11%) dos isolados, ja foi
descrito como agente oportunista, porém com baixo potencial patogénico,
acometendo principalmente individuos imunocomprometidos. Em animais, ja foi
isolado como parte da microbiota do meato acustico externo (BORNAND, 1992;
AMARAL et al., 1998), cavidade oral de caes (BRAGA et al. 2005), mucosa vaginal
gatas (ANDRADE, 2006) e de fémeas caninas higidas (CLEFF et al., 2007b) e, ja foi
isolado da urina, fezes, pele e cavidade oral de humanos hospitalizados (KWON-
CHUNG; BENNETT, 1992).

O género Trichosporon ja foi isolado de lavado broncoalveolar de caes
higidos (MELCHERT et al. 2008) e do meato acustico externo de gatos higidos
(AMARAL et al., 1998). Contudo, em animais ndao foram encontrados relatos de
infeccdo por leveduras deste género na literatura consultada. Trichosporon spp.
pode estar envolvido em infec¢Bes sistémicas nos individuos imonocomprometidos
(SUGITA; NISHIKAWA; SHINODA, 1998) e, em infeccdes cutaneas superficiais
(LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004). Em 2008, SHAREEF e colaboradores

descreveram um caso de glossite, em paciente humano, que teve como agente
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etiolégico T. asahii, espécie essa também encontrada na cavidade oral de cées,
identificada em oito (13,11%) dos isolados. Recentemente, esta mesma espécie foi
descrita como um emergente patdbgeno oportunista causando infeccdes
disseminadas, principalmente em pacientes imunocomprometidos (LACAZ et al.,
2002; WOODGYER, 2004; WALSH et al., 2004).

Dentro do género Cryptococcus existem 19 espécies, sendo C. neoformans
o principal patégeno. Raros relatos envolvendo outras espécies com potencial
patogénico sdo descritos (MITCHELL; PERFECT, 1995). Dentre as espécies
oportunistas destacam-se C. albidus, C. curvata, C. humicola e C. laurentii (SUGITA
et al.,, 2001). C. albidus foi isolado, neste estudo, de todos os sitios analisados da
cavidade oral de apenas um (3,22%) animal, este fato demonstra que possivelmente
esta levedura estava presente naqueles locais de forma transitéria, ndo pertencendo
a microbiota residente da cavidade oral destes animais. Esta espécie é saprofita,
encapsulada, porém raramente esta associada a casos clinicos. Em cées, ja foram
descritos dois casos de infecgdo sistémica pelo agente e um caso de pielonefrite
(NEWMAN; LANGSTON; SCASE, 2003; LABRECQUE; SYLVESTRE; MESSIER,
2005; KANO et al, 2008). Também ha relatos de casos esporadicos da infec¢ao por
C. albidus em humanos, cavalo e felino (GLUCK; MYERS; PASS, 1987; LOISON;
BOUCHARA; GUEHO, 1996), demonstrando assim, que este patbgeno oportunista
pode estar na cavidade oral de caes, mesmo que de forma transitoria e, como em
humanos provocar doenga, principalmente em pacientes imunocomprometidos.

N&o foram encontrados estudos avaliando a suscetibilidade in vitro e/ou em
cées utilizando solucdes bucais para pequenos animais. Neste estudo o teste in vitro
com produtos e seus principios ativos separadamente revelou a inibicdo do
crescimento de leveduras orais em todas as concentracfes de todos os produtos,
inclusive abaixo das utilizadas nas formulacdes, exceto para tintura de propolis. Para
todos os anti-sépticos bucais utilizados foram encontradas descricdes de uso em
humanos para reducdo de leveduras, sendo a Unica excecdo o cloreto de
benzalconio.

O gluconato de clorexina inibiu o crescimento das leveduras nas
concentracbes de 0,06%, 0,12% e 0,24%, resultados semelhantes foram
encontrados em humanos, porém utilizando metodologias diferentes. Waltimo et al.
(1999) utilizando a técnica em disco de papel filtro demonstraram a atividade

antifangica in vitro frente a C. albicans de 0,5% e 0,05% de acetato clorexidina. Em
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outro estudo in vitro através da macrodiluigdo, digluconato de clorexidina nas
concentragdes de 0,12% e 0,2% controlaram a presenca de diferentes espécies de
Candida e reduziram a colonizag&o oral por esses microrganismos (MEILLER et al.,
2001).

A utilizac&o da clorexidina como solucéo de limpeza oral, principalmente em
pacientes imunocomprometidos, com o objetivo de reduzir o risco de infeccdo bucal
por agentes oportunistas, também ja foi descrita (MACHADO et al., 2007). Estudos
in vivo demonstram que a clorexidina € capaz de reduzir a gengivite em pacientes
submetidos a tratamento ortoddntico (JAMILIAN, et al., 2008) e a colonizag&o por
leveduras do género Candida e gengivite em criangas HIV positivos (MACHADO et
al., 2007). O efeito bactericida in vivo frente a microbiota salivar de humanos a duas
concentragbes de digluconato de clorexina (0,2% versus 0,12%), também foi
comprovado, sendo observada uma reducgéo do total de bactérias, principalmente
anaerObias obrigatorias, porém esta atividade antibacteriana foi maior na
concentracdo a 0,2% (TOMAS et al., 2008).

Dentre os anti-sépticos orais utilizados na clinica de pequenos animais, a
clorexidina é o produto mais eficaz, pois possui efeito bactericida imediato, poder de
retencdo, periodo de acdo de 12h, dentre outras vantagens (HENNET, 2002,
GIOSO; CARVALHO, 2004).

O cloreto de benzalcénio, foi testado neste estudo, por estar presente nas
formulacbes comercias utilizadas, embora, na literatura consultada, ndo foram
encontrados estudos cientificos demonstrando a eficiéncia e toxicidade deste
composto quando utilizado como anti-séptico bucal. Este produto possui
recomendacdo para desinfeccdo de utensilios, equipamentos e ambientes
veterinarios, também esta presente em solucédo oftalmica, deo-colénia e solucao
bucal para pequenos animais (CPVS, 2009). No estudo, este composto demonstrou
resultados satisfatorios em todas as concentracdes testadas, 0,06%, 0,12%, 0,24%
e 0,48%, resultados semelhantes aos encontrados na utilizacdo deste como
desinfetante a 0,5% contra espécies de Candida, como C. albicans, C. krusei e C.
parapsilosis (GUPTA, AHMAD; SUMMERBELL, 2002).

Cloreto de benzalcdnio também é utilizado em medicina humana como
descongestionante nasal, contudo estudos indicam que o uso deste medicamento
pode agravar problemas respiratérios (O ESTADO DO PARANA, 2008) e, quando

avaliados os efeitos genotoxicos e citotoxicos in vitro em diferentes concentragdes
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através de cultivo celular, observou-se que as concentragdes empregadas nos
produtos comerciais nasais causaram danos no DNA das células epitelias do trato
respiratério (DEUTSCHLE et al., 2006). Também em humanos, ja foi relatado caso
fatal de envenenamento pela ingestdo de cloreto de benzalcénio a 10% utilizado na
desinfeccdo de ambientes (HITOSUGI; MARUYAMA; TAKATSU, 1998).

A tintura de propolis foi a Unica excecdo, que em todas as concentragdes
utilizadas (2%, 1% e 0,5%) ndo apresentou atividade antifingica frente as leveduras
testadas, diferindo de outros autores que ja demonstraram a atividade
antimicrobiana da prépolis frente a leveduras, inclusive cepas de C. tropicalis e C.
albicans sensiveis até mesmo a baixas concentracdes de propolis (SFORCIN et al.,
2001), porém com diferentes metodologias. Azevedo et al. (1999) indicam a
possibilidade de se empregar os anti-sépticos, como a prépolis e a clorexidina, na
prevencdo e terapia da candidose bucal, pois em seu estudo, onde isolaram e
identificaram leveduras da cavidade oral de humanos com e sem lesdo e também
avaliaram a atividade antifUngica de dois produtos comerciais contendo 10g% de
extrato alcolico de propolis e o outro 0,12% de clorexidina através da técnica de
diluicio em meio solido, observaram que a maioria das leveduras (95,7%) foi
sensivel aos anti-sépticos. No estudo de Soares et al. (2006) foi avaliada
suscetibilidade in vitro, através da difusdo em agar, de bactérias bucais contra
diferentes tinturas fitoterapicas, demonstrando a atividade antibacteriana da tintura

de propolis frente a todos isolados, porém em diferentes dilui¢cdes.



6 Conclusodes

Na avaliagdo da cavidade oral das fémeas caninas predominaram a
presenca de calculo dentario, fraturas dentarias e maloclusées.

As leveduras Malassezia pachydermatis, Candida spp., Rhodotorula spp.,
Trichosporon asahii, T. mucoide e Cryptococcus albidus fazem parte da microbiota
dos trés diferentes sitios da cavidade oral das fémeas caninas estudadas, estando
presentes sem causar alteracoes.

O isolamento de leveduras foi maior nas fémeas que tinham halitose na
avaliacdo da cavidade oral do que naquelas que n&o apresentavam este sinal
clinico.

As principais espécies de Candida isoladas foram: C. albicans, C.
guilliermondii, C. parapsilosis, C. catenulata, C. famata e C. intermedia, sendo que
as trés ultimas espécies, ainda ndo haviam sido descritas como parte da microbiota
oral de cées.

N&o houve diferengca estatisticamente significativa entre as coletas com
swab estéril e as coletas com cureta estéril das amostras da mucosa gengival
provenientes de fémeas caninas.

Os anti-sépticos orais testados e os compostos gluconato de clorexidina e
cloreto de benzalconio foram eficazes frente as leveduras isoladas da cavidade oral
de fémeas caninas em todas as concentracdes testadas, inclusive nas abaixo da
recomendada para uso.

Nas condi¢cdes estudadas, a tintura de propolis ndo é recomendada para

utilizacdo como anti-séptico oral frente a leveduras nas concentragdes estudadas.
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Apéndice A — Ficha de identificacdo dos animais
N° da ficha:

Data da coleta: / /

Nome do animal:

Idade: Raca:

Sexo: ()M ()F ( ) N&o castrado(a) ( ) Castrado(a)
Dieta: ( ) Racao

( ) Racao + comida caseira
( ) Comida caseira

EXAME ODONTOLOGICO

Conformidade cranial: Fraturas dentarias:
( ) Braquicefalico () Sim Qual(ais)?
( ) Dolicocefalico ( ) Nao

( ) Mesocefalico

Presenca de calculo dentario: Presenca de corpo estranho:
()Sim ()Pouco () Muito ()Sim ( ) Néao

( ) Nao

Halitose: Malocluséo:

()Sim ()Sim Qual?

( ) Néo ( ) Néo

Hemorragia gengival:
() Sim ( ) Néo

Historico/presenca de gengivite, periodontite ou outra afeccdo na cavidade oral?
()Sim Qual?
( ) Nao

Profundidade de sulco (sondagem periodontal):
4° pré-molar superior direito:
Canino superior esquerdo:

Obs.:
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