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RESUMO: Este trabalho descreve a recuperacao e a identificacdo de bactérias da microbiota oral de equinos sadios prove-
nientes da Sociedade Rural de Umuarama-PR e de centros de treinamento de Quarto de Milha da regido. Foram coletados es-
pécimes orais de 48 animais adultos de ambos os sexos, utilizando suabe estéril que foram semeados em agar base acrescido
de 5-8% de sangue ovino desfibrinado. As cepas isoladas foram identificadas segundo as suas caracteristicas morfocoloniais,
morfotinturiais e testes bioquimicos. Foram isolados a partir desses animais cocos gram-positivos (Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. E Nocardia spp.) e gram-negativos (Moraxella spp.) além de bastonetes gram-negativos, residentes das
regides periodontal e ter¢o médio da lingua. Os principais isolados bacterianos das amostras periodontais foram Staphylo-
coccus spp. Em 81,25% (39/48) das amostras, seguido por Streptococcus spp. Em 41,67% (20/48) das amostras. Os achados
derivados das amostras da lingua mostraram maior colonizagdo de Streptococcus spp. Comparada aos Staphylococcus spp.
Os resultados obtidos representaram contribuicao original para o conhecimento da microbiota oral de equinos, tendo signifi-
cado para a microbiologia comparada.

PALAVRAS-CHAVE: Cavalo. Micro-organismo. Boca. Staphylococcus. Streptococcus.

ORAL CAVITY MICROBIOTA IDENTIFICATION OF HORSES

ABSTRACT: This paper describes the recovery and identification of bacteria from the oral microbiota of healthy horses from
the Rural Society (Sociedade Rural) in Umuarama-PR and Quarter Horse training centers in the region. Oral specimens were
collected from 48 adult animals of both sexes, using sterile swabs plated on blood agar. Isolates were identified according to
their morpho-colonial, staining and biochemical test characteristics. Gram-positive (Staphylococcus spp. and Streptococcus
spp., Nocardia spp.) and gram-negative (Moraxella spp.) cocci, as well as periodontal rod cells were isolated from the pe-
riodontal and middle third portion of the tongue. The main bacterial isolates from periodontal samples were Staphylococcus
spp., found in 81.25% (39/48) samples, followed by Streptococcus spp. in 41.67% (20/48) samples. The findings derived
from tongue samples presented higher Streptococcus spp colonization. Compared to Staphylococcus spp., the results repre-
sent an original contribution to the knowledge of horse oral microbiota, with significance to compared microbiology.
KEYWORDS: Horses. Microbiota. Oral. Staphylococcus spp. Streptococcus spp.

IDENTIFICACION DE LA MICROBIOTA DE LA CAVIDAD ORAL DE EQUINOS

RESUMEN: Esta investigacion describe la recuperacion y la identificacion de bacterias de la microbiota oral en equinos
sanos provenientes de la Sociedad Rural de Umuarama-PR y de centros de entrenamiento de Cuarto de Milla de la region.
Se ha recolectado muestras orales de 48 animales adultos de ambos sexos, utilizando hisopos estériles que fueron sembrados
en agar base afiadido de 5-8% de sangre ovino desfibrinado. Las cepas aisladas fueron identificadas segundo sus caracteris-
ticas morfo coloniales, morfo tintirales y pruebas bioquimicas. Se aislaron a partir de esos animales cocos gran positivos
(Staphylococcus spp., Streptococcus spp. Y Nocardia spp.) y gran negativos (Moraxella spp.), ademds de bastones gran
negativos, residentes de las regiones periodontal y medio de la lengua. Los principales aislados bacterianos de las muestras
periodontales fueron Staphylococcus spp. En 81,25% (39/48) de las muestras, seguido por Streptococcus spp. En 41,67%
(20/48) de las muestras. Los hallazgos derivados de las muestras de la lengua presentaron mayor colonizacion de Streptococ-
cus spp. Comparada a los Streptococcus spp. Los resultados obtenidos representan una contribucion original al conocimiento
de la microbiota oral de equinos, que tienen significado para la microbiologia comparada.
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Introducao

Os micro-organismos encontrados na cavidade oral
tém sido referidos como microflora oral, microbiota bucal,
ou, mais recentemente, como o microbioma oral, termos
estes referidos a medicina humana. O termo microbioma,
segundo Dewhirst et al. (2010) refere-se a “comunidade
ecoldgica de micro-organismos comensais, simbioticos e pa-
togénicos, habitantes de determinados locais externos do or-
ganismo, determinantes da satde ¢ da doenga”. Em ecologia,
chama-se microbiota ao conjunto dos micro-organismos que
habitam um ecossistema, principalmente bactérias, mas tam-
bém alguns fungos, que geralmente tém fungdes importantes
na decomposi¢do da matéria organica e, portanto, na recicla-
gem dos nutrientes. Ja em medicina, microbiota ¢ o conjunto
dos micro-organismos encontrados geralmente, associados a
tecidos do organismo. Pele, cavidade oral, tratos respiratorio,
gastrointestinal e geniturinario sdo colonizados por micro-
-organismos bem adaptados a esses ecossistemas e consti-
tuem coletivamente a microbiota residente de um animal
(TANNOCK, 1988; MIDTVEDT, 1990). De acordo com
Carter ¢ Cole Junior (1990), o termo “microbiota” abrange
uma grande variedade de fungos e bactérias que habitam o
organismo de individuos sadios e, apesar de constituirem-
-se tanto de micro-organismos saprofitas quanto de patoge-
nos em potencial, ndo produzem doengas no hospedeiro em
condi¢des normais. Essa microbiota é descrita com diversos
termos como autdctone, aldctone, xendctone, indigena ou re-
sidente (RUSCH, 1989).

Muitos micro-organismos residem na cavidade oral
de animais e humanos, fazendo parte da microbiota normal
destes, ¢ outros sdo patdgenos, que encontram nos tecidos
bucais um meio favoravel a sua multipica¢do. A cavidade
oral do homem possui uma microbiota bastante complexa
constituida por bactérias, leveduras, protozoarios e alguns
virus (LOESCHE, 1997; MARSH; MARTIN, 1999). E rele-
vante salientar que a microbiota residente ndo ¢ a mesma nas
diversas espécies animais, devido a diferengas fisioldgicas e
anatomicas existentes entre elas (SAVAGE, 1977; TANNO-
CK, 1988).

A microbiota oral indigena de humanos e animais
sdo extensamente diversificadas e complexas, necessitando
de maiores estudos sobre sua composicdo ¢ interagdo. Esses
micro-organismos estéo frequentemente envolvidos em mui-
tas doengas infecciosas polimicrobianas como as doengas pe-
riodontais (FINEGOLD, 1990) que podem ser classificadas
em gengivite, inflamacdo restrita ao tecido gengival livre, e
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periodontite, forma mais grave, na qual ocorre perda ossea ¢
em algumas vezes a perda completa do dente (HARRVEY;
EMILY, 1998). O maior perigo da periodontite reside no fato
dessas bactérias poderem penetrar na circulagdo sanguinea e
provocar infecgdes sistémicas e em outros 6rgaos como cora-
¢do, figado, rins e articulagdes. Embora mais de 400 espécies
bacterianas diferentes possam ser detectadas na cavidade
oral, somente um nimero limitado pode ser implicado como
patogenos periodontais (LINDHE et al., 1973).

A caracterizag@o da microbiota oral tem sido pouco
referida na Medicina Veterinaria, fazendo-se necessario o es-
tudo da microbiota constituinte da cavidade oral de animais
domésticos, bem como equinos.

Material e Métodos

Foram selecionados 48 equinos da raga Quarto de
Milha adultos, de ambos os sexos, sem doenga periodontal
evidente que necessitavam de tratamento odontolégico, sen-
do esses animais disponiveis a medida que os proprietarios
entravam em contato para realizagdo do procedimento. An-
tes da coleta das amostras, foi realizada limpeza da cavidade
oral com agua corrente até remocao de todas as sujidades bu-
cais. As coletas foram realizadas por meio de suabes estéreis
da mesa dentaria dos dentes pré-molares inferiores e do tergo
médio da lingua. Os suabes foram mantidos em tubos de en-
saio contendo ImL de agua peptonada a 2% e em ambiente
isotérmico. O suabes foram semeados em placas de agar-
-sangue ovino na concentragdo de 5% (ASO), pela técnica de
semeadura em superficie por esgotamento. As placas foram
incubadas a 37°C durante 24 horas em aerobiose. Quando
houve crescimento de trés ou mais colonias semelhantes na
mesma amostra, foram realizados repiques em ASO e as pla-
cas foram incubadas por mais 48 horas nas mesmas condigdes
da primeira etapa. As colonias foram identificadas por meio
de suas caracteristicas morfo-tintoriais (colora¢do de gram) e
bioquimicas (provas da catalase e coagulase (QUINN et al.,
2005; QUINN et al., 1994).

Resultados e Discussao

Foram isolados a partir das amostras estudadas co-
cos gram-positivos, sendo Staphylococcus spp., Streptococ-
cus spp. E Nocardia spp. Também foram identificados cocos
gram-negativos, representado pelo género Moraxella spp. E
bastonetes gram-negativos residentes das regides periodontal
e tergo médio da lingua (Tabela 1).

Tabela 1: Frequéncia absoluta e relativa das bactérias aerdbias identificadas na mesa dentéria e ter¢o médio da lingua de

equinos adultos da raga Quarto de Milha

. . Mesa dentaria (n=48) Lingua (n=48) Total (n=96)
Género bacteriano
FA FR FA FR FA FR

Staphylococcus 39 81,25 27 56,25 66 68,75
Streptococcus 20 41,67 30 62,5 50 52,08
Nocardia 18,75 13 27,08 22 22,92
Moraxella 12,5 5 10,42 11 11,46
Bastonetes G- 12,5 2 4,16 8 8,33
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Das amostras examinadas, provenientes dos suabes
da mesa dentaria, observou-se a prevaléncia do género Sta-
phylococcus spp, contendo colonias em 81,25% (39/48) das
amostras, seguido pelo género Streptococcus spp, 41,67%
(20/48), demonstrado na Fig. 1. Esses resultados sdo seme-
lhantes com os descritos na literatura relacionada a micro-
biota oral de humanos, nas quais entre 90 ¢ 94% de humanos
adultos saudaveis sdao colonizados por Staphylococcus spp.
(PERCIVAL et al., 1991; JACKON et al., 1999; KIM et al.,
1995). Da mesma forma que os estafilococos podem ser con-
siderados um micro-organismo transiente da cavidade oral,
sua frequente presenga neste local pode ser considerada uma
potencial fonte de infec¢do, sugerindo uma detecgdo detalha-
da da microbiota oral ndo s6 de animais clinicamente sau-
daveis, mas também de animais com doengas periodontais.

O crescimento bacteriano de Streptococcus spp.,
das amostras do terco médio da lingua foi superior ao de
Staphylococcus spp., estando presente em 60,42% (29/48),
enquanto Staphylococcus spp. esteve presente em 56,25%
(27/48) dos animais. O isolamento de micro-organismos,
particularmente Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.,
que sdo agentes associados a diferentes patologias no homem
e animais, mostram um padrdo definido entre os isolados da
superficie periodontal e tergo médio da lingua, demonstrando
uma parcialidade em relag@o as bactérias isoladas da micro-
biota oral de humanos.

Bactérias dos géneros Nocardia spp., Moraxella
spp. ¢ os bastonetes, também foram isolados das amostras.
Nos suabes periodontais, Nocardia spp. foi encontrada em
18,75% (9/48) dos animais, seguido por bastonetes 14,58%
(7/48) e Moraxella spp. 12,5% (6/48). No ter¢o médio da lin-
gua, Nocardia spp. estava presente em 27,1% (13/48), Mora-
xella spp. 10,42% (5/48) e bastonetes em 4,16% (2/48) dos
animais (Figura 1). A presenca do género Nocardia sugere
uma analise da alimentagdo dos animais, pois estas bactérias
sdo saprofiticas e normalmente encontradas em vegetacao
em deteriorizagdo (QUINN et al., 2005). O tipo e qualidade
da alimentagdo neste caso, bem como no geral, pode influen-
ciar na populacdo bacteriana residente na cavidade oral de
equinos.
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Figura 1: Frequéncia de bactérias aerdbias identificadas no na mesa
dentaria e tergo médio da lingua.

Deve-se levar em consideragdo também que a ana-
tomia e a superficie de proliferagcdo bacteriana entre as re-
gides bucais aqui analisadas, representam habitat distintos
em sua génese, bem como disponibilidade de manutengio
fisiologica e de crescimento destes micro-organismos. Nesta
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abordagem, podemos sugerir que a distribui¢do destas bacté-
rias em diferentes locais na cavidade oral esta relacionada a
adaptac@o e seleg@o a locais mais favoraveis para sua perma-
néncia e replicagao.

Também foi possivel analisar a associagao da detec-
¢do destas bactérias em conjunto, e sua frequéncia na cavi-
dade oral nestes animais (Tabela 2). Os géneros mais asso-
ciados foram os Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.,
seguido pela presenga de Staphylococcus spp. ¢ Nocardia
spp. No entanto, quando houve recuperacdo de mais de dois
géneros distintos, os resultados apontam para uma baixa as-
sociacdo da Nocardia spp. com os demais géneros, sugerindo
forte competigdo entre estes géneros, ou ainda, a prevaléncia
da Nocardia spp. sobre os demais micro-organismos.

Tabela 2: Frequéncia absoluta da associacdo das bactérias
residentes na na mesa dentaria e tergo médio da lingua de
equinos adultos da raga Quarto de Milha

Mesa ,
A . , . | Lingua | Total
Géneros associados dentaria (n=48) | (n=96)
(n=48)
Staphylococcus + Strepto- 18 12 30
coccus
Staphylococcus + Nocardia 6 6 12
Staphylococcus + Mora- ) 0 )
xella
+

Staphylococcus + bastonete 3 0 3
G-
Streptococcus + Nocardia 2 5 7
Streptococcus + Moraxella 0
Streptococcus + bastonete

1 1 2
G-
Staphylococcus + Strepto- | 0 1
coccus + Nocardia
Staphylococcus + Strepto- 1 ) 3
coccus + Moraxella
Staphylococcus + Strepto- 0 1 |
coccus + bastonete G-
Streptococcus + Nocardia + | 0 |
bastonete G-

Em uma analise da microbiota oral de cées pela
técnica da reagdo em cadeia da polimerase do gene consti-
tutivo RNAr 168, Elliott et al. (2005), utilizando saliva des-
tes animais, mostrou que os géneros mais isolados foram
Actinomyces (26%), Streptococcus (18%) ¢ Granulicatella
(17%). Neste mesmo trabalho, os géneros mais frequente-
mente isolados de placa dentaria foram Porphyromonas
(20%), Actinomyces (12%), ¢ Neisseria (10%). Uma com-
paracdo das sequéncias de DNA a partir deste estudo, com
sequéncias da microbiota humana disponivel no GenBank
mostraram que, em média, microbiotas canina ¢ humana
diferem em cerca de 7% no gene RNAr 16S. No entanto,
analisando estes resultados com os encontrados no presente
estudo, ¢ notavel a diferenga da colonizag@o bacteriana entre
cdes e equideos. Este fator pode estar fortemente relacionado
ao aspecto de adaptagdo bacteriana a diferentes meios cultu-
rais, bem como pH, disponibilidade de residuos alimentares,
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temperatura e competigdo entre estes.

Aiello e Mays (2001) referem que a microbiota bac-
teriana normalmente encontrada na cavidade oral de peque-
nos animais que nao apresentam periodontopatias constitui-
-se fundamentalmente de bactérias Gram-positivas aerdbias,
fato este que corrobora com os achados na microbiota oral
de equinos demonstrados no presente estudo, porém apenas
uma investidura na morfologia bacteriana, provavelmente
ndo trara correlagdes mais especificas.

Através de inimeros dados cientificos na pesquisa
com seres humanos, tornou-se claro que a compreensio da
ecologia microbiana oral ¢ fundamental para a elucidagdo da
etiologia da maioria das doengas orais (SCHENKEIN, 1999),
no entanto, a ecologia oral e microbiologia dos equinos em
grande parte permanecem ndo caracterizadas.

Conclusao

Os géneros bacterianos mais encontrados neste es-
tudo foram Staphylococcus e Streptococcus, presentes em
68,75% e 52,08% do total das amostras. Na mesa dentaria,
0 micro-organimo mais prevalente foi o Staphylococcus spp.
em 81,25% das amostras, enquanto que no ter¢o médio da
lingua, o mais prevalente foi Streptococcus spp. em 62,5%
das amostras. A associagdo bacteriana mais frequente, tanto
na mesa dentaria quanto no ter¢o médio da lingua, foi Sta-
phylococcus spp. com Streptococcus spp., encontrados em
18 ¢ 12 das 48 amostras de cada local respectivo. A segunda
associa¢ao mais encontrada foi de Staphylococcus spp. com
Nocardia spp., encontrados em 6 das 48 amostras tanto da
mesa dentaria quanto do ter¢o médio da lingua. Os dados do
presente estudo sugerem que héa heterogeneidade na micro-
biota oral de equinos clinicamente sadios. No entanto, como
nem todas as bactérias presentes na cavidade oral de equi-
nos podem ser cultivadas de forma aerdbica, ¢ provavel que
outras bactérias, além destas relatadas, possam também ter
alguma importancia na patogénese das doengas periodontais
de equinos.
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