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RESUMO

A presenca de animais de estimagdo nos lares drasilé grande, como mostra
pesquisa feita pela Associacdo Nacional dos Fatigsale Alimentos para Animais de
Estimac&o. E esperado que haja troca de microrgasi®ntre esses animais e seus
donos, 0 que pode trazer riscos tanto para a sdagl@nimais quanto dos humanos.
Conhecer a microbiota normal da saliva dos anighaisstimacdo pode ser 6timo meio
de avaliar os riscos de contaminacao, além deubsidio para pesquisas sobre diversas
doencas que acometem o0s animais. Para realizaglie tlabalho foram coletadas
amostras da saliva de cachorro, gato e porquinktiodia saudaveis atendidos em
clinica veterinaria. Para deteccado de bactériashaey, as amostras foram cultivadas em
agar sangue e as colonias crescidas foram submeétidaloracdo de Gram e teste da
catalase. As amostras também foram cultivadas emcagcolate e incubadas em jarra
de anaerobiose para isolar bactérias anaerdbiascoRsias crescidas receberam
coloracédo de Gram e foram classificadas quant@ arsufologia, toleréncia a presenca
de Q, capacidade de realizar hemdlise e capacidadeodeizr catalase. Além disso,
as amostram foram semeadas em meio MacConkey, BHFM, e Citrato, para
verificar a presenca de bactérias Gram-negativasmeagar Sabouraud e avaliar
presenca de fungos. Os resultados obtidos sugemgm@sanca de Staphylococcus sp.,
Neisseria sp. e Escherichia coli na saliva de gachp Staphylococcus sp. na saliva de
gatos; e Staphylococcus sp. e enterobactérias rof@iter freundii, Enterobacter
cloacae ou Serratia sp.) na saliva de porquinkhimdia. Nao houve crescimento de
fungos em nenhuma das amostras.

Palavras-chave Microbiota. Saliva. Cachorro. Gato. Porquinhohddia.

ABSTRACT

The presence of pets in Brazilian homes is greatreaearch done by the National
Association of Manufacturers of Food for Pets shoilvss expected that there is
exchange of microorganisms between these animalghair owners, which can pose
risks to the health of both animals and humans.viimg the normal microbiota of the
saliva of pets can be a great way to assess tke ofscontamination, in addition to
being grant for research on various diseases ffattanimals. For this study, saliva
samples of dog, cat and guinea pig healthy treatedveterinary clinic were collected.
For detection of aerobic bacteria, samples weréu@d on blood agar and grown
colonies were subjected to Gram staining and cadalast . The samples were also
grown on chocolate agar and incubated in an angejatto isolate anaerobic bacteria.
The colonies grown received Gram staining and waassified according to their
morphology, the presence of O2 tolerance, abibtpérform hemolysis and ability to
produce catalase. Furthermore, amostram were seedédcConkey, EPM, MILi and
citrate, for the presence of Gramnegative bactand, Sabouraud agar for the presence
of fungi. The results suggest the presencestaphylococcus sp., Neisseria sp. and
scherichia coli in saliva of dogs, Staphylococcus sp. in the salfacats, and
Staphylococcus sp. and Enterobacteriac€sieapacter freundii, Enterobacter cloacae

or Serratia sp.) in the saliva of guinea pig. There was no fumgvgh in any ample.
Keywords: Microbiota. Saliva. Dog. Cat. Guinea pig.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € 0 segundo pais do mundo em numero dedsestimacao e possui cerca
de 98 milhdes de animais de estimagdo, o que faPail® o quarto colocado em
populacao total destes animais ((PONTES e CORRBA3;2BRASILEIRO, 2013).

Considerando que muitos desses animais séo tratados membros da familia e
estdo em contato direto com as pessoas da casaigrde espera-se que ocorra troca
de microrganismos entre seres humanos e animaHMAMA, 2006). Os animais de
companhia, muitas vezes, podem ser potenciais niiassres de doencas aos
proprietarios e fonte potencial para o homem dégeaios resistentes a antimicrobianos
(CRUZ; PAES; SIQUEIRA, 2012; TUNON; SILVA; FAIERSTH, 2008), assim
como o homem pode ser o reservatorio de doencaopamimais (SANTOS, 2006).

Estudos demonstram que a posse do cao tambénaafetanunidades microbianas
da pele de adultos, de tal forma que os donos de passuem comunidades mais
semelhantes do que esperado. Adultos que tém aimpadilhnam mais filotipos
bacterianos uns com os outros do que com 0s adp®®ao tém caes. Ter céo, entao,
apresenta efeito de tamanho similar no numero d®n$d compartilhados em
comunidades da pele humana como o efeito de winéng (SONGet al., 2013).

A microbiota normal é o conjunto dos microrganisngog habitam o organismo.
Esses microrganismos sao residentes do corpo sueldao inofensivos. A maioria
dos microrganismos da flora normal sdo comensaigtaalistas, mas alguns podem ser
patogenos oportunistas (PELCZAR JR.; KRIEG; CHABDZ).

Os microbiologistas estudam a microbita normal perg importante conhecer os
tipos de microrganismos que habitam o corpo sald&ste conhecimento fornece
discernimento dos tipos de infec¢cbes que podemrercaapos trauma tecidual, em
varios sitios. Ramost al. (2011) constataram que o débito cardiaco menaaremais
com doenca periodontal em associacdo com outr@neans da funcao ventricular
concorda com evidéncias de que a doenca periodanéadica pode ocasionar
perturbagdes sistémicas incluindo danos cardiolassu

O conhecimento da microbiota normal também conduzompreensao do
crescimento acentuado de microrganismos normalnargentes, que podem ocupar

determinado sitio. Além disso, esse conhecimentmigenos apreciar a fungéo
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desempenhada pela flora normal de prevenir a @doéo bem-sucedida do organismo
pelos micrébios (PELCZAR JR.; KRIEG; CHAN, 2005).

A microbiota oral é bastante numerosa e diversifica tem grande importancia em
Odontologia e em Medicina. Varias doencas sdo dasgsgpor membros desta
microbiota (MADEIRA, 2006). A microbiota que se tal na cavidade bucal é
influenciada pelos componentes da saliva, comaasipas antimicrobianas lisozima e
lactoferrina. Essas enzimas representam a prinfiaita de defesa da cavidade oral
(FELIZARDO, et al., 2010).

Tudo isso demonstra a importancia de caracteriZora normal e transitoria da
saliva de animais estimacdo, para que seja posaWwadiar os riscos que o contato
humano-animal pode trazer para a saude de ambos.

O objetivo deste trabalho foi identificar microrganos presentes na saliva de
algumas espécies de animais de estimacao: Cams(lupus familiaris), gato Felis

domesticus) e porquinho-da-indiadavia porcellus).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coletas

As coletas foram realizadas em animais saudavesadiaios na clinica
veterinaria privada, localizada na cidade de S&oP&P, com a ajuda de funcionarios
da clinica e dos donos dos animais. Os animaisnfascolhidos entre aqueles que
procuraram a clinica apenas para a vacinacao ot para tosa. Foram analisados
cées, gatos e roedores (porquinho-da-india). A tienéE composta de trés (03) caes,
trés (03) gatos e uma(01) de porquinho-da-indialoBaelativos a idade, sexo ou peso
dos animais nao foram considerados.

Para a coleta da saliva utilizou-se “swabs” estémgiie foram semeados nos
meios especificos (2.3, 2.6 e 2.7) e levados dté@bmratorio de Biologia do Centro

Universitario Fundacéo Santo André.

2.2 Animais de estimacao considerados neste trabalh
* Cao (Canis lupus familiaris) - A origem ancestral do cado doméstico é questigin&
teoria tradicional defende a intervencdo diretehdmem ha 15.000 anos sobre lobos
selvagens que através de doma e treino, criou wve Imhagem, esta domesticavel e

que se tornou o cdo que conhecemos. Porém, pesqgeisentes apontam para nova
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teoria: ndo acdo do homem, mas processo de salagd@l aproximou o cdo ancestral
das habitacbes humanas e seus descendentes virennehomens até hoje. (LOPES;
SILVA; SILVA, 2012).

* Gato (Felis domesticus) - O gato doméstico € o animal de estimacao napsipr do
mundo. Um terco dos lares americanos tem felinasas de 600 milhdes de gatos
vivem entre os homens em todo o mundo. Mesmo agsinmais familiares que esses
animais sejam, é dificil comprovar totalmente sarggens. Descobertas arqueoldgicas e
genéticas recentes indicam que a domesticacaotdosganiciou no Crescente Feértil,
talvez ha cerca de dez mil anos, nos primérdiosgtecultura (DRISCOLL,et al.,
2013).

* Porquinho-da-india Gavia porcellus) — O géneroCavia ocorre da Venezuela e
Colémbia até o nordeste da Argentina, e é formaamnulividuos com dimensdes de
cabeca e corpo de 200 a 400 mm, sem cauda exteom peso geralmente entre 500 e
1500 g. As espécies selvagens sdo chamadas deepaefspécie domesticada Eawvia
porcellus. Todas asCavias possuem pernas curtas, trés digitos nas patagipoesdee

guatro nas anteriores, pequenas orelhas e umarirgghizido (FURNARI, 2006).

2.3 Isolamento bacteriano

Para o isolamento de bactérias aerObias as amdsteas semeadas em agar
sangue (Probac, Brasil) e incubadas a 37 °C poh.28ubmeteram-se as colbnias
crescidas a coloragdo de Gram e ao teste da eat&#lasma o isolamento de bactérias
anaerdbias as amostras foram semeadas em placaggamchocolate (Probac®,
Brasil). As placas foram incubadas em jarra derabéese a 37 °C por 24 h. Apds esse

periodo as colbnias crescidas foram submetidakéacédo de Gram.

2.4 Coloracao de Gram

A coloracdo de Gram e utilizada para classificarbastérias com base na
morfologia e na reacdo a coloracdo. As bactériagesfim-positivas ou gram-negativas
de acordo com as diferencas de composicdo da pasddiar. As bactérias gram-
positivas possuem uma parede espessa de peptidioglie grandes quantidades de
acido teicoico, o qual retém o corante inicial @i violeta), ndo sendo afetado pela
descoloracdo com alcool. Com isso, as células egaraoxo-escuro. As bactérias
gram-negativas possuem uma parede celular codstilé uma camada delgada de
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peptidioglicanos que permite a descoloracdo deatkimleta e posterior coloragdo com
o corante de fundo, safranina ou fucsina (OPLUSZ0QO).

O procedimento utilizado para a coloracdo de Gramofseguinte (SILVA,
2012):
1)Com o auxilio da algca de inoculacdo previamesteriéizada, coloca-se uma gota de
solucdo salina na superficie de uma lamina de yidro
2)Flambar a alca, deixar esfriar e coletar umaualimda cultura bacteriana;
3)Misturar na gota de solucéo salina, fazendo wmspensdao homogénea. Deixar secar
ao ar.
4)Colocar a lamina no recipiente para a coloraggGiém;
5)Cobrir a amostra com solugéo de cristal violagyardar um minuto e desprezar o
corante;
6)Cobrir a amostra com lugol, aguardar um minutesprezar o corante;
7)Com a lamina inclinada, gotejar 3 vezes alcoidiceta 95%. Depois, lavar a lamina
rapidamente em agua corrente;
8)Cobrir a amostra com fucsina ou safranina, aguedd segundos e lavar a lamina;
9)Observar a lamina ao microscépio em menor aunerdaseguir, colocar uma gota de

6leo mineral na lamina e focalizar com objetivarderséo.

2.5 Teste da catalase
Rotineiramente, o teste da catalase € utilizada giéerenciar o&aphylococcus

(catalase positiva) dd&dreptococcus (catalase negativa) (ANVISA, 2013).

2.6 Isolamento de enterobactérias

Para o isolamento de enterobactérias, as amosiras) fsemeadas em meio
MacConkey (Merck, Alemanha) e incubadas a 37 °C2doh. Este meio € usado em
cultivo de bacilos gram-negativos, que normalmerée estdo presentes na cavidade
oral, mas sdo comuns no trato intestinal. As ca®mrescidas no meio MacConkey
foram semeadas nos meios do Enterokit B (ProbasilBe incubadas a 37 °C por 24
h. O Enterokit B consiste dos meios EPM, MILi eatih de Simmons. Para inocular o
meio Citrato, uma agulha de platina foi tocadaaléarga crescida em meio MacConkey
e foi deslizada no meio, estriando toda a superffalinada. No meio EPM, a agulha
foi introduzida até o fundo do tubo e, ao retiradstriou-se a superficie. O meio MILI

foi semeado por picada central até o fundo do t@isotubos foram incubados a 35 °C,
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com as tampas semirosqueadas, por 24 horas. Asasango podem ser totalmente

fechadas para que nao falte oxigénio no intericiudo.

2.6.1 Leitura e interpretacao:

Para a leitura e interpretacdo dos resultados derddat utilizou-se dos
seguintes parametros (Bula do Enterokit):
a) Meio EPM
* Producdo de gas: Aparecimento de bolhas ou daslecto do meio de cultura do
fundo do tubo.
* Producédo de H2S: Enegrecimento do meio em qualqtensidade.
* Hidrolise da uréia: Aparecimento de cor azul @ende-azulada que se estende da base
do meio, envolvendo-a totalmente ou n&o.
* Desaminacédo do triptofano (LTD): Aparecimentoabg verde-garrafa na superficie

do meio.

b) Meio MILI

* Motilidade (MOT): A bactéria movel cresce alémladna de picada. A imovel cresce
somente nesta linha.

*Descarboxilagdo da lisina: Quando a lisina é démpdlada, o meio adquire cor

puarpura acentuada ou discreta. Quando o amino&édcé utilizado, o meio adquire

cor amarela nos seus 2/3 inferiores. O teste édemaslo positivo sempre que 0 meio
nao estiver amarelo.

* Producado de indol: Adiciona-se de 3 a 4 gotasedivo de Kovacs a superficie do
meio. Quando a bactéria produz indol, o reativauadgcor rosa ou vermelha. Quando

nao produz, o reativo mantém sua cor inalterada.

c) Meio Citrato de Simmons

A utilizag&o do citrato revela-se pelo aparecimaf@aor azul na superficie do meio. O
teste deve ser considerado negativo quando a comeio ndo sofre alteracéo,

permanecendo verde.

A Probac oferece aos usuarios do Enterokit B sstemmérico para facilitar a

identificagdo das enterobactérias. As oito reabi@guimicas do Enterokit B, somadas
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ao da fermentacdo da lactose na placa de isolapferdam agrupadas em trés conjuntos
de provas. A soma de cada um destes conjuntos Ppradarismo, de modo que o
resultado produz namero de trés digitos, que ffieamtima espécie bacteriana (Bula do
Enterokit). Quando a reacdo da cepa investigadasitiya, coloca-se 0 numero
correspondente. Se a reacao for negativa, colocavator 0. Exemplos: Urease + = 4,

Lisina + = 2. Em seguida, soma-se os valores obto cada série.

Tabela 1 — Sistema para identifica¢cdo de enterobactérias.

Primeiro algarismo Segundo algarismo Terceiro algarismo
Lactose 4 Urease 4 Indol 4
Gas 2 LTD 2 Lisina 2
H2S 1 MOT 1 Citrato 1

2.7 Isolamento de fungos

Para isolamento dos fungos foi utilizado meio Sadadi (Merck, Alemanha). O

meio foi semeado e incubado a 35 °C por 24 horas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos em meio agar sangue (TabedanZio agar chocolate
(Tabela 3) sugerem a presenca Sligphylococcus sp. e Neisseria sp. na saliva de
cachorros. Bailie, Stowe e Schmitt (1978), ao aaalbs fluidos oral e nasal de caes
saudaveis, obtiveram os mesmos resultados, alémidelificar Streptococcus,
Corynebacterium sp., enterobacteriasMoraxellasp. e Bacillus sp. Staphylococcus
também ja foi isolado na cavidade oral de céaes @oemca periodontal (FONSEG&
al., 2011), porém os autores ndo acreditam que leatdérias estejam ligadas a referida
doenca.

O géneroSaphylococcus existe em abundancia na natureza, encontrando-se
principalmente na pele e mucosas dos mamiferoeg &ompreende atualmente 27
espécies (FONSECA; LITO; COSTA, 2004). Varios mewmsbdeste género, como
Saphylococcus aureus, sdo conhecidos patégenos humanos (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005).
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Neisseria compreende diplococcus G- que apresentam a moidolog
caracteristica representada por lados adjacentesaalos. Com excecao Neelongata,
todas as espécies produzem a enzima catalase. Bgdaspécies sao aeroObias e
apresentam temperatura 6tima de crescimento ebte 37 °C. Com excecao @&
gonorrhoeae e N. meningitides, as espécies deeisseria ndo sdo patogénicas e fazem
parte da microbiota humana da naso e orofaringdBIR.SI; ALTERTHUM, 2005).

Tabela 2 - Resultados para o meio agar sangue.

Animal Morfologia Gram Hemolise Catalase
Gato coco + a +
Cachorro coco + B +

diplococo - y +

CoCo + a +

Porguinho- coco + a +
da-india

Fonte : Laboratdrio do centro universitario Santwve, Sp.

Tabela 3 - Resultados para o meio agar chocolate.

Animal Morfologia Gram
Gato CoCo +
Cachorro coco +
Porquinho-da-india coco +

Fonte : Laboratério do centro universitario Santwée, Sp.

Na saliva de gato e porquinho-da-india 0s Unicosrarganismos Gram+
encontrados forartaphylococcus sp. A auséncia de outros géneros pode ser explicada
pela dificuldade de cultivo de alguns deles ouypna menor diversidade da microbiota
desses animais. Apesar dos roedores serem assumoitds estudos odontolégicos, ha
poucos estudos sobre a microbiota normal da cawideal destes animais (ARAUJO,
et al., 2007).

Nao houve crescimento das amostras provenientgatdeno meio MacConkey,
apenas nos meios semeados com amostras de caelpamguinho-da-india. Utilizando
0 sistema numérico para Enterokit B, chegou-se relesdo que a bactéria Gram-
negativa presente na saliva de cachorrdeséherichia coli. Os resultados para
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porquinho-da-india sugere@itrobacter freudii, Enterobacter cloacae ou Serratia sp.
Embora o Enterokit B seja 6timo método para idieattdo das enterobactérias, nem
sempre é possivel determinar a espécie, como @aeanteste trabalho.

Tabela 4 — Resultados para o meio MacConkey e Sabouraud.

Animal MacConkey Sabouraud
Cachorro + -
Gato - -
Porquinho-da-india + -

Tabela 5 — Resultados do Enterokit

Animal Lactose Gas H.S Urease LTD Mot Lisina Indol Citrato
Cao + - - - _ _ + + .
Porquinho- + + - - - + - - +
da-india

Fonte : Laboratério do centro universitario Santa#e, Sp.

A familia Enterobacteriaceae inclui alguns dos gads mais importantes para
0o homem e os animais. Com relacdo ao homem, estégenos estdo entre 0s
principais agentes de infeccédo hospitalar e, senddiconstituem a principal causa de
infeccdo hospitalar em muitos paises. As suas detagom 0s animais também
interessam muito ao homem nao s6 porque causamspembndmicas, mas também
porque 0S animais representam um vasto reservaideiopatdgenos humanos
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

A diversidade patogénica descherichia coli € muito grande. A espécie
compreende pelo menos cinco categorias de amapimgausam infeccéo intestinal
por diferentes mecanismos e varias outras espatifinte associadas com infec¢des
urinarias, meningites e provavelmente outras irffescextra-intestinaise. coli é
membro da flora intestinal normal do homem e dosmais (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2005).

A espécieCitrobacter freudii pode causar infeccfes urinarias, bacteremias e
infeccdes respiratdrias no homelamter obacter cloaceae écausa de infecgdes humanas
em varios érgdoserratia € um importante patégeno que pode causar infeagdaria,
bacteremias e infec¢besrespiratérias (TRABULSI; ERTHUM, 2005).

Rev. Saude em Foco, Teresina, v. 1, n. 2, art. 109122, ago. / dez. 2014 www4 . fsaiosb. br/revista golo




INVESTIGACAO MICROBIOLOGICA DA SALIVA 11

N&o houve crescimento de fungos no meio Sabourausienhum dos casos
(Tabela 5). Este resultado € de grande importapoia,a presenca de fungos na mucosa
oral evidencia problemas no sistema imunolégicadional. Com o resultado obtido
concluimos que a resposta imune da cavidade omaladomais estudados é boa e
satisfatoria.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos estdo de acordo com o esp@ad a cavidade oral,
excetuando-se a presenca de enterobactérias, zpm frmrte da flora intestinal normal.
Entretanto, a literatura registra a presenca der@pectérias na cavidade oral de cées
com doenca periodontal. A presenca das enterofmtpode, talvez, ser explicada
pelos habitos dos animais ou pela falta de higiemeparte dos donos.

Os resultados indicam que a diversidade da mictahia saliva de gatos é
menor em relacdo a microbiota da saliva das owtsgsecies consideradas. Seria
interessante aumentar o tamanho da amostra pdrar@gao desse resultado.

Todas as espécies encontradas na saliva dos arestadados sdo patdogenos
humanos, o que poderd trazer grandes riscos emdsasooculacdo de saliva por

mordida ou contato com a saliva.
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