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1. INTRODUCAO

Uma diversidade complexa de microrganismos entre bactérias e leveduras
habitam a cavidade oral de humanos e animais. Estes microrganismos podem ser
responsaveis por diversas enfermidades na propria cavidade oral e também de
envolvimentos sistémicos, como por exemplo, em quadros de endocardite (Trabulsi
& Sampaio, 2005). Neste contexto, a identificacdo destes agentes torna-se de
grande importancia para fornecer suporte clinico, auxilio no diagnéstico e terapia das
doencas (Braga et al., 2005). As bactérias de importancia na cavidade oral que
estao relacionadas a quadros de periodontite e ferimentos causados por mordeduras
sdo principalmente do género Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria,
Actinomyces, Bacteroides, Fusobacterium e Porphyromonas (Verstraete, 1998,
Braga et al., 2005; Trabulsi & Sampaio, 2005; Nishiyama et al., 2007). As leveduras
descritas como parte da microbiota oral sdo Malassezia pachydermatis, Rhodotorula
spp. e Candida spp. (Kwon-Chung & Bennett, 1992; Bond; Saijonmaa-Koulumies;
Lloyd, 1995; Bond & Lloyd, 1997; Pachaly & Gioso, 2001; Braga et al., 2005; Cleff et
al., 2005; Brito et al., 2008).

Os antissépticos orais auxiliam na reducdo da concentracdo de
microrganismos patogénicos e comensais da cavidade oral e, consequentemente na
reducdo da formacédo da placa dental por estes agentes, sendo que uma vez
estabelecida, estes produtos ndo possuem a capacidade de remové-la, tdo pouco o
calculo dentario. Os principais antissépticos usados em veterinaria sdo a clorexidina,
iodo polivinil-pirrolidona, triclosan, compostos de amoénia quaternaria, e também
compostos fenolicos (Gioso & Carvalho, 2004).



Devido a aproximacéo cada vez maior dos animais de estimacdo junto dos
seus proprietarios, mais estudos sobre saude oral em pequenos animais tém sido
realizados nos ultimos anos (Gioso, 2003; Gioso & Carvalho, 2004). O objetivo deste
trabalho foi avaliar a suscetibilidade in vitro de leveduras isoladas da cavidade oral
de caninos frente a antissépticos orais usados na rotina odontolégica e seus
principios ativos.

2. MATERIAL E METODOS

Para o teste de suscetibilidade in vitro foram utilizados 15 isolados
provenientes de sitios distintos da cavidade oral de caninos, sendo selecionadas
duas cepas de M. pachydermatis, duas de C. albicans, duas de C. catenulata, uma
de C. guilliermondii, uma de C. parapsilosis, uma de C. intermedia, duas de
Rhodotorula spp., trés de T. asahii e uma de T. mucoide.

Foram testados dois antissépticos orais disponiveis no mercado para
pequenos animais, sendo o produto A' composto por gluconato de clorexidina
0,12%, cloreto de benzalconio 0,12% e extrato de clorofila 0,10% e produto B?
composto por tintura de propolis 1%, cloreto de benzalcénio 0,2% e aroma hortela-
pimenta 0,5%. Também foram analisados os principios ativos gluconato de
clorexidina nas concentracdes de 0,24%, 0,12% e 0,06%, cloreto de benzalconio a
0,48%, 0,24%, 0,12% e 0,06% e tintura de propolis a 2%, 1% e 0,5%. As diluicdes
dos principios foram realizadas em meio RPMI-1640° e, para cepas de M.
pachydermatis utilizou-se Sabouraud dextrose liquido.

Os indculos fungicos foram preparados a partir de colénias jovens, com
crescimento de 24h em agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol a 36°C.
ApoOs foram suspensos em solucdo salina estérii e homogeneizados, sendo
ajustados de acordo com a escala 0,5 de McFarland que corresponde a
aproximadamente 5x10° CFU mL™. A diluicdo 1:50 foi preparada transferindo-se
100ul desta suspensao para 4,9mL de solucdo salina estéril e a diluicdo de 1:20 foi
atraveés da transferéncia de 250ul da suspenséao anterior em 4,75mL em meio RPMI-
1640 e/ou Sabouraud dextrose liquido, sendo que desta diluicdo foram distribuidos
100pl nos pocos das microplacas em duplicata que também continham 100ul dos
produtos a serem testados e suas diluices. Apds, as placas foram incubadas a
36°C para posterior leitura.

A leitura da CIM (Concentracao Inibitoria Minima) foi realizada em 24, 48 e 72
horas de incubacdo comparando visualmente o crescimento da levedura nos poc¢os
do controle positivo com o crescimento nos poc¢os referentes aos produtos A e B e
as diferentes concentracbes dos compostos testados. Para confirmacdo dos
resultados da CIM, foi retirado 5L de todos os pocgos das concentracdes e produtos
testados e estes foram semeados em agar Sabouraud dextrose acrescido de
cloranfenicol e incubados a 36°C por 48h quando foi realizada leitura e estabelecida
a CFM (Concentragdo Fungicida Minima).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Foi observada a inibicdo do crescimento de todas as leveduras estudadas nos
produtos A e B e em todas as concentragfes dos principios, com excecao das
concentracfes da tintura de propolis que ndo demonstraram acdo em nenhuma das
concentragbes testadas. Na literatura foram encontradas descricbes do uso de
solugbes bucais apenas em humanos para reducdo de leveduras, ndo sendo
encontrados estudos avaliando a suscetibilidade in vitro das leveduras frente as
solugdes bucais utilizadas em pequenos animais.

O cloreto de benzalcdnio, neste estudo, promoveu inibigdo do crescimento
das leveduras nas concentracfes 0,06%, 0,12%, 0,24% e 0,48%. Este resultado foi
semelhante 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).

O gluconato de clorexina inibiu o crescimento das leveduras nas
concentragcdes de 0,06%, 0,12% e 0,24%, e dentre os antissépticos orais utilizados
na clinica de pequenos animais, a clorexidina é o produto mais eficaz, pois possui
efeito bactericida imediato, poder de retencdo, periodo de agdo de 12h (Hennet,
2002; Gioso & Carvalho, 2004). Os resultados deste estudo foram semelhantes aos
encontrados na literatura que demonstraram a atividade antifungica in vitro frente a
C. albicans de 0,5% e 0,05% de acetato clorexidina (Waltimo et al., 1999). Em outro
estudo in vitro, o digluconato de clorexidina nas concentracdes de 0,12% e 0,2%
controlaram a presenca de diferentes espécies de Candida e reduziram a
colonizacé&o oral por esses microrganismos (Meiller et al., 2001).

A atividade antimicrobiana da propolis frente a leveduras ja foi demonstrada,
inclusive cepas de C. tropicalis e C. albicans apresentaram-se sensiveis até mesmo
a baixas concentracdes desta (Sforcin et al., 2001). Através da difusdo em agar, a
suscetibilidade in vitro de bactérias bucais contra diferentes tinturas fitoterapicas
demonstraram atividade antibacteriana da tintura de prépolis frente a todos isolados,
porém em diferentes diluicbes (Soares et al., 2006). No presente estudo, todas as
concentracdes utilizadas da tintura de prépolis (2%, 1% e 0,5%) ndo apresentaram
atividade antifungica frente as leveduras analisadas.

4. CONCLUSAO

Os principios gluconato de clorexidina, cloreto de benzalcdnio e os produtos
comerciais utilizados como antissépticos orais demonstraram atividade e foram
eficazes contra as leveduras analisadas. A utilizacdo da tintura de prépolis nas
concentracdes testadas como antisséptico oral ndo € recomendada, pois néo foi
eficaz para as leveduras em estudo.

AGRADECIMENTOS: FAPERGS, CAPES e CNPq.
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BOND, R.; SAIJONMAA-KOULUMIES, L. E. M.; LLOYD, D. H. Population size and
frequence of Malassezia pachydermatis at skin and mucosal sites on healthy dogs.
Journal of Small Animal Practice , v. 36, p. 147-150, 1995.

BOND, R.; LLOYD, D. H. Skin and mucosal populations of Malassezia
pachydermatis in healthy and seborrhoic Basset Hounds. Veterinary Dermatology
v. 8, p. 101-106, 1997.



BRAGA, C. A. B.; RESENDE, C. M. F.; PESTANA, A. C. N. R,; CARMO, L. S;
COSTA, J. E.; SILVA, L. A. F.; ASSIS, L. N.; LIMA, L. A.; FARIAS, L. M,
CARVALHO, M. A. R. Isolamento e identificacdo da microbiota periodontal de caes
da raca Pastor Alemao. Ciéncia Rural , Santa Maria, v. 35, n. 2, p. 385-390, 2005.
CLEFF, M. B.; LIMA, A. P,; FARIA, R. O.; MEINERZ, A. R. M.; ANTUNES, T. A,
ARAUJO, F. B.; NASCENTE, P. S.; NOBRE, M. O.; MEIRELES, M. C. A. Isolation of
Candida spp. from vaginal microbiota of healthy canine females during estrous cycle.
Brazilian Journal of Microbiology , v. 36, p. 201-204, 2005.

BRITO, E. H. S; FONTENELLE, R. O. S; BRILHANTE, R. S. N.; CORDEIRO, R. A;;
MONTEIRO, A. J.; SIDRIM, J. J. C.; ROCHA, M. F. G.; The anatomical distribuition
and antimicrobial susceptibility of yeast species isolated from healthy dogs. The
Veterinary Journal (2008), doi: 10.1016/j.tvjl.2008.07.001.

GIOSO, M. A. Odontologia para o clinico de pequenos animais . 5. ed. Sédo Paulo:
leditora, 2003, p. 202.

GIOSO, M. A.; CARVALHO, V. G. G. Métodos preventivos para a manutencao da
boa saude bucal em cées e gatos. Clinica Veterinaria , n. 52, p. 68-76, 2004.
GUPTA, A. K.; AHMAD, |.; SUMMERBELL, R. C.; Fungicidal activities of commonly
used desinfectants and antifungal pharmaceutical spray preparations against clinical
strains of Aspergillus sp. and Candida spp. Medical Micology , v. 40, p. 201-208,
2002.

HENNET, P. Effectiveness of a dental gel to reduce plaque in beagle dogs. Journal
of Veterinary Dentistry , v. 19, n. 1, p. 11-14, 2002.

KWON-CHUNG, K. J.; BENNET, J. E. Medical Micology . Philadelphia, Lea &
Febiger, 1992, 866p.

NISHIYAMA, S. A. B.; SENHORINO, G. N. A,; GIOSO, M. A.; AVILA-CAMPQOS, M. J.
Detection of putative periodontal pathogens in subgengival specimens of dogs.
Brazilian Journal of Microbiology , v. 38, p. 23-28, 2007.

MEILLER, T. F.; KELLEY, J. I.; JABRA-RIZK, M. A.; DePAOLA, L. G.; BAQUI, A. A.
M. A.; FALKLER Jr, W. A. In vitro studies of the efficacy of antimicrobials against
fungi. Oral Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral R adiology &
Endodontics , v. 91, p. 663-670, 2001.

PACHALY, J. R.; GIOSO, M. A. The Oral Cavity. In: FOWLER, M. E.; CUBAS, Z. S.
Biology, Medicine and Surgery of South — American Wild Animals. Ames, 2001, p.
457-463.

SFORCIN, J. M.; FERNANDES JUNIOR, A.; LOPES, C. A. M.; FUNARI, S. R. C.;
BANKOVA, V. Seasonal effect of brazilian propolis on Candida albicans and Candida
tropicalis. Journal of Venomous Animals and Toxins . v. 7, n. 1, Botucatu, 2001.
SOARES, D. G. S.; OLIVEIRA, C. B. L. C.; DRUMOND, M. R. S.; PADILHA, W. W.
N. Susceptibilidade in vitro de bactérias bucais a tinturas fitoterapicas. Revista
Odonto Ciéncia , v. 21, n. 53, 2006.

TRABULSI, L. R.; SAMPAIO, M. C. Microbiota ou Flora Normal do Corpo Humano.
In: TRABULSI, L. R.; ALTERTHUM. Microbiologia , 4. ed. S&o Paulo: Atheneu,
2005, cap. 12, p. 101-109.

VERSTRAETE, F. J. M. Patologia e Microbiologia Dentarias. In: SLATTER, D.
Manual de Cirurgia de Pequenos Animais , 2. ed. Sdo Paulo: Manole, 1998, v. 2,
cap. 176, p. 2733-2743.

WALTIMO, T. M. T; ORSTAVIK, D.; SIREN, E. K.; HAAPASOLO, M. P. P. In vitro
suscepitibility of Candida albicans to four desinfectants and their combinations.
International Endodontic Journal , v. 32, p. 421-429, 1999.



