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Resumo

O primeiro passo para a coleta de amostras microbioldgicas é a sele¢do entre técnicas a serem utilizadas, o que garante
um maior aproveitamento dos micro-organismos e uma identificagdo mais assertiva dos mesmos. Pensando na escassez
de estudos relacionados a presenca de leveduras na cavidade oral canina, esse trabalho abordou a comparacdo entre
técnicas de coletas da cavidade oral canina ja utilizadas e ainda ndo utilizadas em 18 cdes atendidos no Hospital
Veterinario de Animais de Companhia da UFRRJ e clinicas particulares das adjacéncias. A finalidade desse estudo
comparativo é estimular pesquisas para a padronizagdo do microbioma oral canino e ampliar conhecimentos sobre as
leveduras presentes nessa microbiota. Para tanto, foram comparados 0s seguintes instrumentos para colheita de
amostras: swab, papel filtro e escova de dente comercial humana. A técnica que demonstrou maior aproveitamento de
amostra e menor perda microbiana foi o uso da escova de dentes. Sendo assim, concluiu-se que o instrumento de coleta
mais eficaz para a coleta de leveduras da cavidade oral canina foi a escova de dentes comercial humana, recomendada
para ensaios futuros.

Palavras-chave: Estudo comparativo; Coleta amostral; Microbiota; Experimento.

Abstract

The first step in the collection of microbiological samples is the selection of techniques to be used, which guarantees a
higher yield of microorganisms and a more assertive identification of them. Considering the scarcity of studies related
to the presence of yeasts in the canine oral cavity, this work broached the comparison between techniques of collection
of the canine oral cavity already used and not yet used in 18 dogs treated at the Hospital Veterinario de Animais de
Companhia (UFRRJ) and private clinics of the adjacencies. The purpose of this comparative study is to stimulate
research for the standardization of the canine oral microbiome and to expand knowledge about the yeasts present in this
microbiota. Therefore, the following instruments were compared for sample collection: swab, filter paper and
commercial human toothbrush. The technique that demonstrated the greater use of the sample and less microbial loss
was the use of a toothbrush. Therefore, it was concluded that the most effective collection of yeasts from the canine oral
cavity was the commercial human toothbrush, recommended for future trials.

Keywords: Comparative study; Sample collection; Microbiota; Experiment.

Resumen

El primer paso en la toma de muestras microbioldgicas es la seleccion de las técnicas a utilizar, lo que garantiza un
mejor aprovechamiento de los microorganismos y una identificacion mas asertiva de los mismos. Considerando la
escasez de estudios relacionados con la presencia de levaduras en la cavidad bucal canina, este trabajo abordo la
comparacion entre técnicas de recoleccion de la cavidad bucal canina ya utilizadas y atn no utilizadas en 18 perros
atendidos en el Hospital Veterinario de Animais de Companhia (UFRRJ) y clinicas privadas de las adyacencias. El
proposito de este estudio comparativo es estimular la investigacion para la estandarizacion del microbioma oral canino
y ampliar el conocimiento sobre las levaduras presentes en esta microbiota. Por lo tanto, se compararon los siguientes
instrumentos para la recoleccion de muestras: hisopo, papel de filtro y cepillo de dientes humano comercial. La técnica
que demostré mayor aprovechamiento de la muestra y menor pérdida microbiana fue el uso de cepillo de dientes. Por
lo tanto, se concluy6 que el instrumento de recoleccion més efectivo para la recoleccion de levaduras de la cavidad
bucal canina fue el cepillo dental humano comercial, recomendado para futuros ensayos.

Palabras clave: Estudio comparativo; Coleccion de muestra; Microbiota; Experimento.
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1. Introducéo

A salde da cavidade oral dos animais de companhia vem ganhando importancia no decorrer dos anos, principalmente
devido ao contato mais préximo destes animais com seus tutores. Além disso, as afec¢des orais levam a diversas consequéncias
que irdo afetar direta e indiretamente na qualidade de vida e bem-estar do pet.

O aumento da proximidade dos animais de companhia, principalmente cées, torna mais frequente os acidentes de
mordeduras, tanto em outros animais quanto em humanos. Ainda que as estatisticas demonstrem a importancia do conhecimento
dos micro-organismos transferidos para infecces dessa origem a quantidade de bibliografia existente sobre o tema é escassa e
dificulta a elaboracdo de artigos sobre o tema.

Antes da identificacdo microbiolégica de um espécime, em fase pré-analitica, sdo escolhidos os instrumentos e técnicas
a serem utilizados. Esse processo ocorre com a finalidade de garantir uma perda amostral minima e 0 maximo aproveitamento
microbiano, para se obter uma amostragem mais precisa e consequente identificacdo do micro-organismo estudado.

Motivados pela proximidade humana com seus cdes, o consecutivo aumento de acidentes de mordedura e a escassez de
estudos quanto a micobiota oral canina, nosso estudo objetiva definir um método adequado de coleta dos componentes
leveduriformes presentes na cavidade oral dos cées, que podem ou néo estar relacionados aos acidentes com humanos ou afecc¢des
nos proprios animais.

Para tanto, foram comparadas diferentes técnicas de coletas para posterior isolamento de espécimes leveduriformes da
cavidade oral de c8es. Nosso estudo teve também o intuito de estimular pesquisas sobre os componentes da microbiota oral do
cdo, em busca de ampliar conhecimentos para a padronizacao deste microbioma. O conhecimento do mesmo permitird ao Medico
Veterinario distinguir, nas possiveis afec¢des que ocorram nesse sitio anatdmico, se as mesmas sdo ocasionadas por micro-
organismo que faz parte deste microbioma com crescimento exacerbado ou se trata-se de micro-organismo adquirido e néo

pertinente a mucosa oral.

2. Metodologia

Foram utilizadas diferentes técnicas de coleta para encontrar a que obtinha o melhor aproveitamento. Para tanto,
inicialmente nossa metodologia foi realizada conforme Santin (2009), sendo comparadas em nossa pesquisa apenas técnicas de
coleta com instrumentos ndo invasivos, como swab, papel filtro e escova de dentes.

As coletas ocorreram, apds autorizagdo dos tutores, em 18 cdes que frequentaram, no ano de 2019, o Hospital
Veterinario de Animais de Companhia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e outras clinicas particulares dos
municipios de Seropédica e Itaguai, ambas no estado do Rio de Janeiro (Figura 1). O projeto foi enviado & Comissao de Etica no
Uso de Animais (CEUA) — Instituto de Veterinaria — UFRRJ e aprovado sob 0 CEUA nimero 5677060519.
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Figura 1. Cées utilizados, sem intervencdo farmacoldgica necessaria para coleta. E possivel visualizar uma cavidade oral

saudavel seguida de uma cavidade oral com lesdes marcadas, tais como calculo dentério, edema local, abscesso e gengivite.

|
|
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Fonte: Médica Veterinaria Clara Mendes.

As amostras foram coletadas em areas predefinidas da cavidade oral de cdes, com intuito de padronizar o tipo de coleta
e abranger uma ampla area do sitio oral. As coletas foram feitas da mesma forma, sempre pela mesma pessoa, nos mesmos
animais e com cada um dos diferentes instrumentos escolhidos. As areas selecionadas para coleta com a utilizagdo de cada
instrumento foram: palato, parte superior da lingua, frénulo, bochechas, mucosas gengivais, dentes e sulcos periodontais.

Todos os materiais para coleta foram esterilizados antes do uso, os swabs (Labor Swab ®) foram esterilizados na
inddstria por 6xido de etileno, ja o papel filtro (Millipore ® - AP 25) e as escovas de dente comerciais foram esterilizados, em
tubos de ensaio, por autoclavacéo a 121 °C durante 20 minutos.

O swab e o papel filtro, preso a uma pinca esterilizada por autoclavacdo, foram friccionados levemente em cada uma
das &reas descritas. Quanto as escovas de dentes, estas foram friccionadas com 0 movimento de escovagao em cada um dos sitios
relatados. Posteriormente, os instrumentos de coleta com as amostras foram alocados em tubos de ensaio estéreis vedados com
algoddo hidrofobo para o transporte até o laboratério de Leveduras Patogénicas da UFRRJ, onde as amostras foram processadas.

No laborat6rio os instrumentos escolhidos para a comparagdo foram levemente pressionados sobre o meio de cultivo
diversas vezes, as amostras coletadas foram alocadas em placas de Petri 90x15mm, contendo meio Sabouraud Dextrose Agar
(Difco ®) acrescido de cloranfenicol (Alamar Tecno Cientifica ltda ®) e com pH modificado para 7,2-8,5, semelhante ao da
cavidade oral do cdo saudavel, como descrito por Bringel et al. (2020), a fim de tornar o ambiente mais favoravel ao crescimento
das leveduras.

Assim que as amostras foram semeadas nos meios de cultura, foram identificadas quanto a procedéncia e incubadas em
estufa BOD (Biochemical Oxygen Demand - Labtec ® modelo LB-161-01) a 32 °C até visualizagdo de coldnias leveduriformes.
Para a identificacdo macroscopica foram consideradas as caracteristicas preconizadas por Kurtzman et al. (2011), textura
mucoide, fluida ou viscosa, butirica, fridvel ou membranosa, com superficie brilhante ou opaca, lisa, spera, setorizada, com
dobras, estriada e com cores distintas, predominantemente brancas a ligeiramente cremes, variando entre tonalidades de amarelo
a laranja e vermelho.

Apo6s constatacdo macromorfoldgica das amostras serem de leveduras, foram feitas as contagens de unidades
formadoras de colbnias apresentadas nos meios de cultivo para cada instrumento de coleta utilizado, a fim de verificar o que
obtinha maior concentracdo de colbnias, bem como um maior aproveitamento e isolamento de leveduras (Figura 2).
Posteriormente, cada um dos diferentes instrumentos de coleta era comparado entre 0s mesmos animais para verificacdo de
leveduras isoladas apenas em algum dos tipos de coleta. Os cultivos com 15 dias sem evidéncia de crescimento foram

considerados negativos.
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Figura 2. Placas de Petri apresentando crescimento colonial com caracteristicas macromorfolégicas de levedura — textura
mucoide e superficie lisa, opaca, de cor creme. As marcacdes indicam a contagem manual das unidades formadoras de col6nias
presentes na placa.

Fonte: Médica Veterinaria Clara Mendes.

Além das caracteristicas macromorfoldgicas foi realizada identificacdo microscdpica a partir dos isolamentos. Foram
realizados exames diretos de pequena porgdo das coldnias, colocadas entre 1amina e laminula com lactofenol azul de algodéo,
clarificante KOH 20% e/ou nigrosina para a observacao das caracteristicas microscopicas compativeis com leveduras, como tipo
de brotamento, presenca ou nao de micélio ou pseudomicélio e presenca ou auséncia de capsula, utilizando aumento de até 1000x
em 6leo de imerséo (Figura 3).

Figura 3. Visualizacdo de estruturas leveduriformes em microscopia 6ptica em aumento de 400x. As laminas estdo coradas com
lactofenol azul de algodéo e nigrosina, respectivamente. E possivel observar crescimentos leveduriformes sem e com a presenca
de micélio, respectivamente.

Fonte: Médica Veterinaria Clara Mendes.

3. Resultados e Discussao

Esta pesquisa foi embasada em dados relatados por Santin (2009), que comparou duas diferentes técnicas de colheita
da mucosa gengival canina, sendo uma invasiva, utilizando a curetagem, e outra ndo invasiva, ndo constatando diferenca
significativa entre as técnicas na identificagdo de micro-organismos. Consideramos estes achados de Santin (2009) e também
consideramos o fato do uso de curetagem ndo se enquadrar nos nossos principios, portanto, optou-se pela comparacéo apenas
entre instrumentos ndo invasivos, como swab, papel filtro e escova de dentes.
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Todos os dezoito animais, em algum dos instrumentos utilizados neste trabalho, apresentaram pelo menos um género

leveduriforme presente em sua microbiota oral. A descri¢do da quantidade de géneros encontrados em cada uma das amostras

esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Quantificacdo de géneros encontrados em cada amostra para cada técnica de coleta utilizada. Cada letra (a, b, c, d, €)

simboliza um diferente género leveduriforme identificado.

Amostras Swab (n)* Papel filtro (n)* Escova de dentes (n)*
Co1 1(a) 0 1(a)
C02 1(a) 0 1(a)
Co03 1(a) 0 1(a)
C04 1(@) 1(@) 2 (a,b)
C05 1(@) 1(@) 1(a)
C06 1(a) 1(a) 1(a)
Cco7 1(a) 1(a) 3(a, b, )
C08 1(a) 1(a) 1(a)
C09 1(a) 0 1(a)
C10 1(a) 1(a) 1(a)
Cl1 1(a) 0 1(a)
C12 1(d) 1(a) 2(a,d)
C13 1(a) 1(a) 2 (a,b)
Cl4 1(d) 1(a) 2(a,d)
C15 1(a) 1(a) 2 (a, d)
C16 1(a) 1(a) 2 (a, d)
C17 1(d) 0 1(d)
C18 1(e) 0 1(e)

*n — referente ao nimero de géneros isolados. Fonte: Autores.

Dentre as técnicas comparadas a que demonstrou 0 maior aproveitamento e, consecutivamente, menor perda do

montante, foi a da escova de dentes, sendo assim, a técnica mais eficaz. A escova dentaria obteve melhor aproveitamento,

apresentando maiores concentracdes de micro-organismos e até mesmo a presenca de leveduras em situacBes de menores

concentra¢des, quando ndo havia detec¢do nas demais técnicas, somando vinte e seis leveduras identificadas nos dezoito animais.

O swab foi a técnica que apresentou maior perda da amostra, embora tenha sido possivel isolamento de pelo menos uma levedura

em cada um dos animais (18/18). Ja a técnica do papel filtro foi a menos eficaz, provavelmente pela dificuldade da coleta devido

a flexibilidade do papel, logo, ndo houve isolamento de leveduras em 38,89% (7/18) dos animais (Tabela 2).

Tabela 2. Principais percepg¢des relacionadas a cada um dos instrumentos de coleta utilizados.

Instrumento
Swab Foi possivel o isolamento ledevuriforme de pelo menos um género em todos os
animais (18/18). Ao todo foram isolados 3 géneros leveduriformes.
Papel filtro Foi possivel o isolamento leveduriforme em 61,11% dos animais (11/18). Apenas 1

género leveduriforme foi isolado.

Escova de dentes

Foi possivel isolamento leveduriforme em todos os animais, sendo observado, por
vezes, mais de um género isolado em um Unico animal (26/18). Ao todo foram

isolados 5 géneros leveduriformes.

Fonte: Autores.

Os autores Paula et al. (2021) e Tulloch et al. (2021) descreveram sobre o animal doméstico mais proximo das pessoas

ser 0 cdo, que possui um lugar intrinseco na sociedade moderna, com indmeros beneficios para a sociedade. Considerando estas
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informacdes e a maior facilidade de manipulago, o céo foi o animal escolhido para a coleta das amostras da cavidade oral neste
trabalho.

Outros levantamentos levados em conta para o delineamento do estudo foram as inimeras patologias acometendo a
cavidade bucal (Pereira et al., 2021) e o fato das mordidas de cées serem descritas pela Organizacdo Mundial da Saide como
causa de inumeros ferimentos em todo 0 mundo. Reconhecidas como um problema de sadde publica global, as mordidas desses
animais tém apresentado graves consequéncias fisicas e infecciosas para os humanos, principalmente criancas (Macedo et al.,
2006; Frias et al., 2011; Rui-feng et al. 2013; Tulloch et al., 2021).

Segundo alguns autores, nos seres humanos, 15 a 20% das mordidas de ces sdo infectadas e 4 a 20% tornam-se
infectadas em 8 a 24 horas ap6s a lesdo. Além dos acidentes de cdes que mordem humanos, lidamos com acidentes de cées que
atacam outros cées, com intervengao do proprietario em quase metade dos casos, sofrendo ferimentos secundariamente. Metade
das feridas traumaticas contaminadas em cées e gatos sdo decorrentes de mordidas e boa parte delas ja esta infectada no momento
do primeiro atendimento veterinario (Arias et al., 2008; Montrose et al., 2020; Barrios et al., 2021).

Os relatos de pardgrafos anteriores apenas reforcam a necessidade da identificagdo dos micro-organismos da microbiota
oral do co. O estabelecimento desse microbioma permitiria estabelecer provaveis patdgenos envolvidos nas infecgdes de feridas
por mordidas em animais e seres humanos, assim como em infecces de feridas cirdrgicas de cées pelo proprio paciente e,
consequentemente, orientar na escolha do melhor tratamento.

Entendemos que para saber se determinado micro-organismo € o responsavel por um processo infeccioso é necessario
saber se 0 mesmo é estranho aquele sitio anatémico ou se faz parte da biota. A falta do conhecimento dos componentes desta
microbiota torna o diagndstico mais demorado e a resolugdo do problema mais distante.

Antigamente ja eram relatadas por Forsblom et al. (1997) e Goldstein (1992) a dificuldade do tratamento das infec¢des
de feridas por mordedura de animais em seres humanos, principalmente devido a falta de conhecimento sobre a composicgao
exata da microbiota comensal da cavidade oral canina. Hoje em dia, os trabalhos mais recentes ainda abordam esta problematica,
mesmo que acidentes de mordedura tenham um percentual consideravel, constatado nas visitas a unidades de satde (Tulloch et
al., 2021).

Acredita-se numa natureza polimicrobiana das feridas por mordidas de animais e altos niveis de resisténcia por micro-
organismos comumente encontrados nas lesdes, sendo necessaria a adogdo de medidas farmacoldgicas adequadas para 0s micro-
organismos em questdo. Embora o uso de antibidticos possa ser Gtil para reduzir o risco de desenvolver uma infecgdo, ndo ha
evidéncias de que o uso de antibiodticos profilaticos seja eficaz para mordidas de cachorros (Henton & Jain, 2012; Omran et al.,
2020).

Essa constatacdo levanta o questionamento da existéncia de micro-organismos néo bacterianos nas lesdes, que podem
estar sendo negligenciados no diagnéstico. Considerando-se a presenca de leveduras e 0 envolvimento das mesmas no processo
devemos considerar que, ao contrario de bactérias, sdo eucariotos e néo sdo sensiveis a substancias antibacterianas.

Infecces flngicas sdo frequentemente negligenciadas, embora representem uma ameaga constante e crescente a salide
humana. As leveduras se reproduzem predominantemente por brotamento ou fissédo e a nivel celular estdo mais relacionados aos
humanos do que as bactérias. Sdo organismos que degradam matéria organica e assumem diversas formas e fungdes na natureza,
como o estabelecimento de relagfes mdtuas com outros organismos, competicdo, parasitismo e patogenicidade (Ciurea et al,
2020).

O risco da patogenicidade vem néo s6 pelo surgimento de novas espécies como agentes causadores de doencas, mas
pela intensificacdo da propagacdo de doencas fungicas pela atividade humana, modificando ambientes naturais e criando
oportunidades de evolucdo, como a retratada resisténcia aos antifungicos, conforme descrito por Agarwal (2011), Gaviria e
Montes (2020) e Junior et al. (2020).
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A coleta de amostras para identificagcdo de micro-organismos presentes em infeccGes importantes é passivel de erros,
portanto, o planejamento de como sera realizada e os instrumentos que serdo utilizados é importante para uma identificagdo
correta. Para essa pesquisa foi considerada a escassez de estudos relacionados aos componentes leveduriformes da microbiota
oral canina para a escolha do sitio de coleta e micro-organismos a serem selecionados.

Para escolha dos locais de coleta foram utilizados dados descritos por Venturini (2006) e Harvey et al. (2008) relativos
a doenca periodontal. Os autores descreveram sobre o acimulo de placa microbiana na superficie dos dentes, podendo gerar
condigdes clinicas de gengivite, resultado da presenca da placa préxima a gengiva e a periodontite, resultado da destruicdo dos
tecidos adjacentes.

Visto que para este estudo foram selecionados animais com a cavidade oral saudavel e com lesdes, preconizou-se a
padronizacdo da coleta, sendo as mesmas sempre realizadas igualmente, pela mesma pessoa, nos mesmos animais e com cada
um dos diferentes instrumentos escolhidos. Além disso, cada um dos instrumentos de coleta era comparado em sua eficacia

apenas entre os mesmos animais, a fim de evitar alteraces justificadas pelo microbioma individual.

4. Consideracdes Finais

Estudos anteriormente provavelmente evidenciaram apenas a presenca de bactérias no microbioma oral canino devido
ao tipo de coleta, meios de cultivo e temperatura utilizadas, ndo sendo favoravel ao crescimento das leveduras presentes na
cavidade oral canina. Espera-se que esse trabalho possa colaborar com estudos futuros sobre o microbioma oral canino, sendo
considerada a existéncia de leveduras nesta microbiota.

Nesta pesquisa 0 instrumento utilizado que garantiu uma perda amostral minima e 0 méximo aproveitamento
microbiano foi a escova de dentes humana comercial, sendo recomendada como método mais adequado para coleta de leveduras
da cavidade oral canina. Portanto, para se obter uma identificacdo mais precisa das leveduras presentes na cavidade oral do céo
e, consecutivamente, contribuir para a padronizagdo desse microbioma, recomendamos a utilizagdo desse método para ensaios

futuros.
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