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GENOTIPAGEM DE BACTERIAS ANAEROBIAS ASSOCIADAS AS LESOES DA
PERIODONTITE BOVINA

RESUMO - A periodontite bovina € um processo infeccioso purulento e
progressivo associado com a presenca de biofilme subgengival anaerobio. De carater
sazonal e associada ao manejo do solo e a dieta, a doenca tem variagdes na sua
apresentacao clinica, que inclui desde uma forma agressiva até manifestacbes
crénicas. Os prejuizos econdémicos séo significativos e decorrem das dificuldades na
preensdo, mastigacdo e ruminacdo. O presente estudo teve como objetivo geral
caracterizar a periodontite bovina e identificar por métodos moleculares os micro-
organismos associados as lesdes periodontais. Na avaliacdo da microbiota da bolsa
periodontal (n=26) e do sulco subgengival (n=25) de bovinos, pela reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) e com o emprego de 35 iniciadores de espécies de patdgenos
potenciais, p6de-se associar a ocorréncia de Actinobacillus naeslundii, Enterococcus
faecium, Porphyromonas asaccharolytica, Porphyromonas endodontalis, Prevotella
buccae, Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Prevotella nigrescens,
Prevotella oralis, Treponema denticola e Treponema pectinovorum com a periodontite
bovina. Em estudo complementar realizado na Escécia para verificar a ocorréncia de
lesBes periodontais em animais abatidos, foram examinadas 200 arcadas dentarias,
das quais 24 (12%) apresentaram lesGes periodontais nos dentes incisivos ou
mastigatorios. Este estudo inédito revela que a periodontite ndo € incomum em
bovinos abatidos no oeste da EscOcia e € claramente um problema sanitario
negligenciado na producdo e bem-estar animal. Na oportunidade, os fatores de risco
associados a doenca foram avaliados em um universo de 250 animais abatidos, dos
quais 35 apresentavam lesdes periodontais e 40 eram periodontalmente sadios. Pela
andlise de regressdo logistica foi avaliada a associacdo entre as variaveis
independentes, sexo, idade e raca com periodontite. A idade dos animais foi
significativamente associada a presenca de lesdes periodontais. Para cada ano de
idade, um bovino tem 1,53 vezes chances de desenvolver periodontite (p<0,001). A
variavel sexo nao se mostrou significativamente associada a periodontite (p=0,887),
enguanto os animais de corte tém 0,36 a chance de desenvolver a doenca quando
comparados com os de aptidao leiteira. Na mesma ocasido, amostras de biofilme
subgengival de 40 bovinos com periodontite e de 38 periodontalmente sadios foram
coletadas e realizou-se o sequenciamento do gene 16S rRNA. No microbioma de
animais sadios os géneros mais prevalentes foram Gastranaerophilus, Planifilus,
Burkholderia e Arcobacter. J4 nos animais com periodontite, os filos mais prevalentes
foram Elusimicrobia, Synergista e Fusobacteria e os géneros Propionivibrio, Wolinella,
Porphyromonas, Candidatus, Prevotella, Firmicutes (ndo cultivavel), Bacteroides e
Treponema. Em conclusdo, os dois grupos de bovinos avaliados abrigaram perfis
microbianos distintos, sendo que as amostras de bovinos com periodontite foram mais
diversas em micro-organismos do que as de bovinos sadios. Nesse contexto inédito
na microbiologia oral de bovinos, pode-se constatar 0s componentes principais na
homeostase bacteriana do biofilme de sitios sadios e a dishiose nas lesbes
periodontais, fornecendo indicadores para e evolucdo do conhecimento sobre a
periodontite bovina.

Palavras-chave: periodontite, bovinos, anaerébios, PCR, sequenciamento de alto
rendimento, fatores de risco



GENOTYPING OF ANAEROBIC BACTERIA ASSOCIATED WITH BOVINE
PERIODONTITIS LESIONS

ABSTRACT - Bovine periodontitis is a progressive purulent infectious process
associated with the presence of strict anaerobic subgingival biofilm. Seasonal and
associated to soil and dietary management, the disease has variations in its clinical
presentation, which includes since an aggressive form until chronic manifestations.
The economic losses are significant and result from difficulties in gripping, chewing
and rumination. The present study aimed to identify and characterize bovine
periodontitis and identify the microorganisms associated with periodontal lesions by
molecular methods. In the evaluation of the microbiota of the periodontal pocket (n=26)
and gingival sulcus (n=25) of cattle, by polymerase chain reaction (PCR) and with the
use of 35 primers of species of potential pathogens, it can be associate the occurrence
of Actinobacillus naeslundii, Enterococcus faecium, Porphyromonas asaccharolytica,
Porphyromonas endodontalis, Prevotella buccae, Prevotella intermedia, Prevotella
melaninogenica, Prevotella nigrescens, Prevotella oralis, Treponema denticola and
Treponema pectinovorum with bovine periodontitis. In a study carried out in Scotland
to verify the occurrence of periodontal lesions in slaughtered animals, 200 dental
arches were examined, of which 24 (12%) presented periodontal lesions in the incisors
or masticatory teeth. This unpublished study reveals that periodontitis is not
uncommon in cattle slaughtered in West of Scotland and is clearly a neglected health
problem in animal production and welfare. At the opportunity, the risk factors
associated with the disease were evaluated in a universe of 250 slaughtered animals,
of which 35 had periodontal lesions and 40 were periodontally healthy. By the logistic
regression analysis was evaluated the association between the independent variables,
sex, age and race with periodontitis. The age of the animals was significantly
associated with the presence of periodontal lesions. For each extra year in age, a cow
is 1.53 times more likely to develop periodontitis (p<0.001). Gender was not
significantly associated with periodontitis (p=0.887). Regarding the variable breed
type, beef cattle were 0.36 times as likely to have periodontitis compared to dairy cattle.
At the same occasion, samples of subgengival biofilm of 40 bovines with periodontitis
and 38 periodontally healthy were submitted to high- throughput sequencing. In the
bovine microbiome the most discriminative taxa in the samples of healthy animals were
Gastranaerophilus, Planifilus, Burkholderia and Arcobacter. In animals with
periodontitis, the most prevalent microorganisms were Elusimicrobia, Synergista,
Propionivibrio, Fusobacteria, Wolinella, Porphyromonas, Candidatus, Prevotella,
Firmicutes (uncultivable), Bacteroides and Treponema. In conclusion, the two groups
of bovines evaluated harboured distinct microbial profiles, and the samples of bovines
with periodontitis were more diverse in microorganisms than those of healthy cattle. In
this unprecedented context, in the oral microbiology of bovines we can verify the main
components in the bacterial homeostasis of the biofilm of healthy sites and the
dysbiosis in the periodontal lesions, providing indicators for and evolution of the
knowledge on bovine periodontitis.

Keywords: periodontitis, bovine, anaerobics, PCR, high-throughput sequencing, risk
factors



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais sobre a periodontite bovina, humana e em
outras espécies animais

1. Introducéao

A periodontite bovina € uma enfermidade infecciosa cronica, associada a dieta
e que incide em animais jovens e adultos em extensas regides do Brasil. A doenca
também j& foi descrita no Reino Unido e nos Estados Unidos. A enfermidade afeta o
bem-estar, a salde e o desempenho animal, jA que pode ocasionar alteracdo na
oclusdo, dificuldade na mastigacdo e ruminacdo e consequentemente perda de
condicdo corporal, suscetibilidade a doencas, reducdo da produtividade e da
longevidade dos animais.

Considerada uma enfermidade multifatorial, na qual as bactérias séao
necessarias para que ocorra 0 processo infeccioso, mas nao suficientes, ela tem
caracteristicas clinico-patolégicas e epidemiolégicas particulares. Inicialmente
descrita em bezerros, foi associada a formacao de pastagem em extensas areas das
regides Sudeste, Centro-Oeste e Norte do pais, a periodontite pode reincidir apos a
reforma dos pastos ou alimentacdo dos animais com forragens cultivadas em areas
consideradas anteriormente endémicas nos biomas Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal
e Amazonia.

Em rebanhos ovinos a doenca ocorre em episodios, tem caracteristicas
sazonais e permanece sob a forma crénica em animais adultos. A esfoliacédo
prematura espontdnea dos dentes € a consequéncia natural da enfermidade, que
incide em elevada porcentagem nos rebanhos acometidos e contribui para ma
nutricdo, perda de peso, problemas sistémicos de salde e consequentemente
descarte precoce dos animais.

Algumas evidéncias epidemiolégicas, microbioldgicas e clinico-patologicas da
periodontite bovina indicam a participacdo de microbiota periodontal anaerébia
potencialmente patogénica. Nos cultivos de materiais das lesGes periodontais
predominaram as bactérias Gram-negativas anaerObias ndo esporuladas, com
destaque aos Bacteroides spp. pigmentados de preto, sacaroliticos e néao
sacaroliticos, de Bacteroides spp. ndo pigmentados e fermentativos, de
Fusobacterium nucleatum, Actinomyces israelli e Actinomyces pyogenes.

Classificadas inicialmente com base nas suas caracteristicas morfo-tintoriais e



bioguimicas, alguns desses micro-organismos produzem enzimas e toxinas com
potencial de provocar danos tissulares e reabsorcao 6ssea; no entanto, a identificacao
objetiva dos micro-organismos envolvidos na doenca permanece ainda um desafio.

Estima-se que aproximadamente 50% da flora oral humana nao é cultivavel.
Bactérias ndo cultivaveis e ndo caracterizadas anteriormente foram identificadas na
periodontite humana por meio de técnicas moleculares modernas. Os meétodos
independentes de cultivo, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o
sequenciamento de alto rendimento, podem detectar os micro-organismos cultivaveis
e também serem empregados para identificar micro-organismos nao cultiviveis ou
fastidiosos e, em adicdo, identificar novas espécies.

A periodontite bovina € um problema sanitario que revela complexidades
peculiares, pois ndo € pratica usual no meio produtivo realizar o exame clinico da
cavidade oral dos animais, estudos sobre a etiopatogénese da doenca sao raros e 0s
estudos bacterioldgicos existentes foram realizados sem o emprego das ferramentas
e do conhecimento atual. Assim, o presente estudo teve como objetivo geral identificar
e caracterizar a periodontite bovina e identificar por métodos moleculares os micro-

organismos associados as lesfes periodontais.

2. Revisao de literatura
2.1 Definicao

Periodontite € a resposta imuno-inflamatéria de um hospedeiro
suscetivel causada por uma complexa microbiota, que resulta na perda dos tecidos
de sustentacdo do dente e na sua eventual esfoliacdo (LOESCHE, 1993;
SCHENKEIN, 2006). Sua etiologia é multifatorial e inclui fatores microbiol6gicos,
comportamentais no homem, ambientais e genéticos que contribuem para a

suscetibilidade individual e a manifestacéo clinica da doenca.

2.2 Periodontite no homem
Durante muito tempo acreditou-se que a espécie humana fosse universalmente
suscetivel a periodontite. Considerava-se que todos os seres humanos e todos os

dentes eram igualmente suscetiveis, todas as bactérias eram consideradas



patogénicas e acreditava-se que a gengivite sempre evoluia para periodontite (BECK,
1994).

Duas hipdteses foram elaboradas para explicar a etiologia da doenca
periodontal. Um grupo de pesquisadores denominado de localistas defendia a
hipétese de que as causas primarias da periodontite seriam intraorais; assim,
intervengbes intraorais poderiam, por si SO, prevenir e tratar com sucesso a
periodontite. J& 0 outro grupo de pesquisadores, denominado generalistas, defendia
a hipotese de que a causa primaria da doenca periodontal estaria distante da cavidade
oral e que o controle da enfermidade s6 seria possivel quando essas causas fossem
identificadas (HUJOEL et al., 2012).

Os dois grupos debateram entre si por mais de 100 anos e os localistas se
tornaram dominantes na segunda metade do século 20. Sob a sua influéncia, as
causas distantes ou remotas se tornaram menos importantes e a prevencao e o
tratamento da periodontite se centralizaram no controle da placa. Esta hipotese se
estabeleceu como uma verdade antes mesmo de estudos comparativos. Pode-se
dizer que uma ideia razoavelmente aceitavel evoluiu sem um processo de inferéncia
e investigac@es clinicas e epidemioldgicas rigorosas (HUJOEL et al., 2012).

Atualmente, estd bem estabelecido que a presenca do biofiime é o agente
iniciador da periodontite. No entanto, embora a presenca do biofilme cause gengivite,
estagio inicial da lesdo periodontal, esta nem sempre evolui para a periodontite. Esta
informacdo sugere que as bactérias sdo essenciais, mas nao suficientes para o
desenvolvimento da enfermidade e que certamente existe interferéncia de outros
fatores (LOE, 1994; ALBANDAR et al., 2000; ALBANDAR, 2002).

A incapacidade dos antigos generalistas de apontar as causas sistémicas da
periodontite tornou a hipotese ultrapassada diante do desenvolvimento de estudos
epidemiologicos e clinicos modernos. Nesse contexto, as evidéncias do papel do
biofilme como fator causal possibilitou a identificacdo de novas abordagens na
prevencdo, no tratamento e em possiveis curas para 0S pacientes periodontais
(HUJOEL et al., 2012).

Como resultado desse processo, a classificacdo das doencas periodontais
evoluiu, procurando refletir a ampliacdo do conhecimento e da historia natural dessas

doencas; dois elementos inicialmente considerados importantes, como a taxa de



progressdo da doenca ou a idade do paciente, sdao na atualidade menos enfatizados.
Embora existam diferentes classificacdes, os principais tipos de doenca periodontal
sdo: doencas gengivais, periodontite crénica, formas necrosantes das doencas
periodontais e periodontite agressiva (LINDHE et al., 2010).

A periodontite cronica apresenta progressado lenta a moderada, maior
prevaléncia em adultos, e, apesar de iniciada e mantida por placa bacteriana, os
fatores do hospedeiro determinam a patogénese e a progressao da doenca. As suas
caracteristicas clinicas incluem: alteracdes de cor, textura e volume da gengiva
marginal, sangramento a sondagem, perda de osso alveolar, exposicdo de furca,
aumento da mobilidade dentéria e eventual esfoliagdo do dente. A periodontite crénica
€ a doenca inflamatdria mais prevalente e a maior causa de perda de dentes em
humanos (KIM et al., 2006), afetando aproximadamente 30% dos adultos (NARES,
2003). Ela tem sido associada com o risco aumentado de parto prematuro, diabetes,
doencas cardiovasculares e osteoarticulares (KUO et al., 2008).

A periodontite agressiva compreende um grupo de formas de periodontite de
progressao rapida, raras e frequentemente graves, muitas vezes caracterizadas pela
idade precoce da manifestacéo clinica. Na auséncia de uma classificacéo etiolégica,
as formas agressivas da doenca periodontal foram definidas com base nas seguintes
caracteristicas principais: histéria médica nao significativa, rapida perda de insercéo e
destruicdo 6ssea e concentracdo familiar dos casos (LANG et al., 1999). Alguns
aspectos secundarios sdo considerados, mas ndo necessariamente devem estar
presentes, como a quantidade de depdsitos microbianos incompativeis com a
gravidade da destruicio do tecido periodontal, propor¢cdes elevadas de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (em algumas popula¢cdes do Extremo
Oriente, Porphyromonas gingivalis), anormalidades fagocitarias, fendtipos de
macréfagos hiper-reativos e a progressao da perda de insercéo e perda 6ssea podem
ser autointerrompidas (TONETTI; MOMBELLI, 1999).

Gengivite, periodontite e estomatite necrosante sdo as formas de doenca
periodontal inflamatoria mais graves provocadas pelo biofilme bacteriano. As doengas
periodontais necrosantes geralmente apresentam caracteristicas clinicas agudas, sdo
debilitantes, de rapida evolugdo e parecem representar estagios diferentes de uma
mesma doenca (RILEY et al., 1992).



A gengivite necrosante é caracterizada por ulceracédo e necrose da papila e da
margem gengival. As Ulceras séo cobertas por uma camada branco-amarelada ou
cinza composta principalmente por leucécitos, eritrécitos e uma massa bacteriana.
Quando h& consideravel destruicdo tecidual e ocorre envolvimento do ligamento
periodontal e do osso alveolar, com perda de insercéo, a periodontite necrosante esta
estabelecida (RILEY et al., 1992). Quando o processo de necrose progride além da
juncdo mucogengival, a condicdo € denominada estomatite necrosante. A intensa
destruicdo tecidual caracteristica dessa doenca estad relacionada a um grave
comprometimento da funcao imune, tipicamente associada com a infec¢éo pelo virus
da HIV e a desnutricdo (WILLIAMS et al., 1990).

Bactérias anaerobias sdo predominantes na microbiota bucal humana e animal
(GOLDSTEIN et al., 1984), e a bolsa periodontal fornece um nicho ecolégico para pelo
menos 500 espécies bacterianas (MOORE; MOORE, 1994; SOCRANSKY et al., 1998;
PASTER et al., 2001). Diferentes espécies foram identificadas em casos de
periodontite, gengivite e osteomielite em humanos (Tabela 1).

Socransky et al. (1998) avaliaram pela técnica de checkerboard DNA-DNA
hybridization mais de 13.000 amostras de placa subgengival de humanos para
estabelecerem a presenca de grupos microbianos especificos na placa dental. Foram
reconhecidos seis grupos de espécies bacterianas intimamente relacionadas (Figura
1). A colonizacdo inicial parece envolver membros dos complexos amarelo, verde e
roxo juntamente com espécies de Actinomyces. Isso leva a uma sucessao autogénica
na qual membros dos complexos vermelho e laranja se tornam mais dominantes.

Suspeita-se que a presenca de niveis aumentados dos ultimos dois complexos
levem a mudanca no habitat, manifestado clinicamente como gengivite, e 0s membros
desses complexos sao considerados os principais periodontopatégenos envolvidos na
etiologia das periodontites (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005).

Uma das associacBes mais fortes entre um suposto patégeno e a doenca
periodontal destrutiva em humanos envolve Aggregatibacter (anteriormente
Actinobacillus) actinomycetemcomitans. Este micro-organismo produz uma gama de
metabolitos potencialmente patogénicos, incluindo leucotoxina, epiteliotoxina, fator
inibidor de fibroblastos, fator indutor de reabsorcéo 6ssea, e induz a morte celular por
apoptose, entre outros (LINDHE et al., 2010). A. actinomycetemcomitans apresenta



elevada ocorréncia em lesdes ativas de periodontite juvenil e tem sido relacionado
com as formas adultas da doenca periodontal destrutiva. A espécie foi isolada de
lesbes de periodontite cronica, embora menos frequentemente e em menores
proporcdes que em lesbdes de individuos com periodontite agressiva localizada
(RONDENBURG et al., 1990; SLOTS et al., 1990).



Tabela 1. Bactérias anaerdbias detectadas em casos de periodontite, gengivite e
osteomielite em humanos

Espécie

Autor

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

MANDELL, 1984; ASHIMOTO et al.,1996; MULLER et al., 1997;
AVILA-CAMPOS,; VELASQUES-MELENDEZ, 2002,
MALHEIROS; AVILA-CAMPOS, 2004; CORTELLI et al., 2005;
FENG; WEINBERG, 2006; GAETTI-JARDIM JR et al.; 2010;
BENRACHADI et al., 2012; SHADDOX et al., 2012

Actinobacillus israelli, A. naeslundii, A. viscosus,
Enterococcus faecalis, E. faecium, Parvimonas micra,
Propionibacterium acnes, Staphylococcus mutans, S.
oralis, S. salivarius, S. sanguinis e S. Sobrinus

GAETTI-JARDIM JR et al., 2010

Campylobacter rectus

RAMS et al., 1993; ASHIMOTO et al., 1996; AVILA-CAMPOS;
VELASQUES-MELENDEZ, 2002; CORTELLI et al., 2005;
GAETTI-JARDIM JR et al., 2010

Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga sputigena,
Centipeda periodontii, Eubacterium saphenum,
Micromonas micros, Mogibacterium timidum, Prevotella
tannerae, Selenomonas sputigena, Slackia exigua,
Treponema amylovorum,T. maltophilum, T. medium, T.
socranskii e T. vincentii

MAYANAGI et al., 2004

Dialister pneumosintes

CONTRERAS et al., 2000; MAYANAGI et al., 2004; FERRARO
et al., 2007; GAETTI-JARDIM JR et al., 2010

Eikenella corrodens

MANDELL, 1984; ASHIMOTO et al., 1996; MULLER et al., 1997,
AVILA-CAMPOS; VELASQUES-MELENDEZ, 2002,
MAYANAGI et al., 2004; FENG; WEINBERG, 2006; GAETTI-
JARDIM Jr et al., 2010

Filifactor alocis

SCHLAFER et al., 2010; SHADDOX et al., 2012

Fusobacterium nucleatum

AVILA-CAMPOS; VELASQUES-MELENDEZ, 2002;
MALHEIROS; AVILA-CAMPOS, 2004; MAYANAGI et al., 2004;
GAETTI-JARDIM JR et al., 2010

Porphyromonas endodontalis

MAYANAGI et al., 2004; GAETTI-JARDIM JR et al., 2010,
BEDRAN et al., 2012

Porphyromonas gingivalis

ZAMBON et al.,1986; ASHIMOTO et al., 1996; AVILA-
CAMPOS; VELASQUES-MELENDEZ, 2002; CORTELLI et al.,
2005; FENG; WEINBERG, 2006; GAETTI-JARDIM JR et al.,
2010; BEDRAN et al., 2012; BENRACHADI et al., 2012;
TOMITA et al., 2013

Prevotella intermedia

ASHIMOTO et al.,1996; AVILA-CAMPOS; VELASQUES-
MELENDEZ, 2002; MAYANAGI et al., 2004; CORTELLI et al.,
2005; FOSCHI et al., 2005; GAETTI-JARDIM JR et al., 2010;
BENRACHADI et al., 2012; STINGU et al., 2013

Prevotella melaninogenica

ZAMBON et al.,1986

Prevotella nigrescens

MAYANAGI et al., 2004; GAETTI-JARDIM JR et al., 2010;
STINGU et al., 2013

Tannerella forsythia

ASHIMOTO et al.,1996; AVILA-CAMPOS; VELASQUES-
MELENDEZ, 2002; MAYANAGI et al., 2004; CORTELLI et al.,
2005; FOSCHI et al., 2005; FENG; WEINBERG, 2006; YOO et
al., 2007; GAETTI-JARDIM JR et al., 2010; BEDRAN et al.,
2012; BENRACHADI et al., 2012; TOMITA et al., 2013

Treponema denticola

ASHIMOTO et al.,1996; AVILA-CAMPOS; VELASQUES-
MELENDEZ, 2002; MAYANAGI et al., 2004; FOSCHI et al.,
2005; FENG; WEINBERG, 2006; GAETTI-JARDIM JR et al.,
2010; BENRACHADI et al., 2012
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Figura 1. Diagrama da associacéo entre espécies bacterianas subgengivais (adaptado de Socransky et al., 1998).
Os dados derivam da analise de 13.261 amostras de placas subgengivais coletadas da face mesial de cada dente
em 185 individuos adultos. Os complexos do lado esquerdo compreendem as espécies que colonizam a superficie
dentaria e se proliferam nos estagios iniciais. O complexo laranja torna-se posteriormente dominante em nimero,
e presume-se que espécies desse complexo atuem agregando os colonizadores iniciais. Ja o complexo vermelho
torna-se dominante em nimero nos estagios tardio de desenvolvimento da placa.

Dentre os micro-organismos considerados potencialmente patogénicos, pelo
conjunto de evidéncias, Porphyromonas gingivalis € um dos principais representantes
dos “Bacteroides produtores de pigmentos pretos”. Os anaerdbios desse grupo
formam col6nias de pigmento castanho a preto em placas de agar sangue apos 7 a
15 dias de cultivo em meios especiais (LINDHE et al., 2010). Potencialmente sdo
bactérias produtoras de colagenase, uma série de proteases, hemolisinas,
endotoxinas, &cidos graxos, fibrinolisina, fator indutor de reabsorcdo Ossea, entre
outros. Estudos indicam que P. gingivalis € incomum ou esta presente em nimeros
reduzidos na saude ou na gengivite, sendo mais frequentemente encontrado nas
formas destrutivas da doenca (HAFFAJEE; SOCRANSKY, 1994). Em individuos com
periodontite, observa-se estreita relacdo entre P. gingivalis e a profundidade da bolsa



(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005). O patdégeno também estd presente em numeros
elevados e/ou é frequentemente detectado em sitios de deterioracdo periodontal ou
em individuos exibindo progresséo da doenca periodontal (ALBANDAR et al., 1997).

O terceiro patdégeno periodontal de maior interesse, Tannerella forsythia,
inicialmente era considerado uma espécie subgengival relativamente incomum. No
entanto, os estudos de Gmur et al. (1989) sugeriram que T. forsythia era mais comum
do que o observado previamente nos estudos de cultura e que seus niveis eram
fortemente relacionados ao aumento da profundidade da bolsa. Segundo Haffajee et
al. (2006), a bactéria é encontrada em maiores contagens, propor¢des e prevaléncia
em individuos com vérias formas de periodontite do que em individuos saudaveis
(HAFFAJEE et al., 2006). Aléem disso, T. forsythia é detectado mais frequentemente e
em maior niumero em lesbes periodontais ativas e progressivas do que em lesdes
inativas (DZINK et al., 1988).

As espiroquetas sao micro-organismos comuns em bolsas periodontais e
também consideradas um importante patdgeno periodontal. O Treponema spp. € um
género dificil de ser cultivado em meios convencionais (CHOI et al., 1994). De acordo
com Moore et al. (1982), os métodos cultivo-independentes sao 0s mais apropriados
na verificagdo da presenca desses micro-organismos na microbiota oral. A principal
razao pelo interesse nesse grupo de micro-organismos tem sido o seu elevado
namero em sitios com aumento da profundidade da bolsa. Sitios sadios tém poucas
ou ndo exibem espiroquetas, enquanto sitios com inflamacéo gengival, mas sem
perda de insercdo, exibem niveis baixos a moderados. Ja as bolsas profundas
abrigam grande numero desses micro-organismos, que sao apontados como
provaveis agentes etiolégicos da gengivite ulcerativa necrosante aguda. No entanto,
0 seu papel em outras periodontites € menos conhecido.

A triade bacteriana composta pelo complexo vermelho: Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsyhtia tem sido tradicionalmente
considerada como causadora da periodontite, com base nos seus fatores de viruléncia
e forte associacdo com sitios doentes (HAJISHENGALLIS, 2014). Este modelo de
patogénese da doenca periodontal apontava os depdositos de biofilme bacteriano como

o fator primario responsavel pelo desenvolvimento da periodontite e ndo levava em
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consideragao outros fatores ndo bacterianos, como trauma oclusal, condi¢des
sistémicas e dieta (KORNMAN, 2008).

Dados recentes de estudos de metagenbmica e metatranscriptomica
consideram um novo modelo de patogénese da doenca periodontal. Neste modelo, a
doencga resulta ndo de patdgenos individuais mas da sinergia polimicrobiana e
disbiose, as quais perturbam o nicho ecologico do biofilme associado a homeostase
do tecido periodontal saudavel. A disbiose da microbiota periodontal é caracterizada
por um desequilibrio na abundancia ou influéncia das espécies dentro de uma
comunidade microbiana que é associada com uma doenca, como, por exemplo, a
periodontite (HAJISHENGALLIS, 2015).

Ainda de acordo com esse autor, a transi¢ao de saude para doenca periodontal
€ associada com uma mudanca dramatica de uma comunidade microbiana simbidtica,
geralmente composta por bactérias facultativas como Actinomyces e Streptococcus,
para uma comunidade disbiética composta principalmente por bactérias anaerdbias
dos filos Firmicutes, Proteobacteria, Spirochaetes, Bacteroidetes e Synergistetes. A
microbiota oral disbittica é enriqguecida com fatores de viruléncia e é adaptada a
prosperar num ambiente inflamatorio.

A saude periodontal requer um estado imuno-inflamatoério controlado e que
possa manter a homeostase hospedeiro-micro-organismo no periodonto. Entretanto,
na periodontite a resposta imune do hospedeiro € desregulada, devido a microbiota
subvertida ou a defeitos imunorregulatérios do hospedeiro, e ndo é efetiva em
restringir a multiplicacédo bacteriana e a patogenicidade (HAJISHENGALLIS, 2014).

Estudos confirmaram que, além da presenca de complexos bacterianos, um
pequeno grupo de fatores modificadores da doenca, incluindo diabetes, gendtipo e o
habito de fumar, contribuem fortemente para as diferencas individuais de pacientes
na suscetibilidade a periodontite em humanos (KORNMAN, 2008). O mesmo autor
enfatiza que o modelo antigo de patogénese da periodontite ndo considerava a
natureza dinamica dos processos bioquimicos, como por exemplo, as diferencas
inatas entre individuos e alteracdes em fatores ambientais que podem acelerar
mudancas bioquimicas ou arrefecer essas mudancas.

Ao avaliar a composi¢ao da microbiota de pacientes com periodontite cronica

de quatro paises, Haffajee et al. (2004) constataram que as espécies predominantes
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nos pacientes do Brasil foram Actinomyces naeslundii e Prevotella intermedia, nos
pacientes chilenos foram Prevotella melaninogenica e Neisseria mucosa, € nos
pacientes da Suécia A. naeslundii, Capnocytophaga gingivalis e Peptostreptococcus
micros foram mais prevalentes; nos pacientes dos Estados Unidos, A. naeslundii, P.
intermedia e C. gingivalis. Esses resultados permitiram identificar diferencas
significativas nos perfis microbianos de pacientes com periodontite e evidenciar a
heterogeneidade na etiologia da doenca, com possiveis implicacdes terapéuticas.
Faveri et al. (2008) identificaram 110 espécies de bactérias em 10 pacientes
com periodontite agressiva generalizada. Destas, 70 espécies foram mais
prevalentes, e diversas espécies de Selenomonas e Streptococcus foram encontradas
em grande numero em todos os pacientes. JA o patdgeno periodontal classico
Aggregatibacter actinomycetemcomitans nao foi indentificado, o que sugere que
outros micro-organismos além dos ja conhecidos possam estar associados com a

doenca.

2.3 Periodontite em pequenos ruminantes

Alteracdes dentarias sdo a principal razdo para o abate de ovinos antes do
término de sua vida reprodutiva natural, levando ao aumento de gastos com a
reposicao dos animais. Desgaste excessivo dos incisivos e doenca periodontal sdo as
duas sindromes mais importantes que afetam os dentes de ovinos e suas estruturas
de suporte (WEST; SPENCE, 2000).

Existem relatos sobre a ocorréncia e o impacto do desgaste e da perda
prematura dos incisivos permanentes em ovinos desde que eles foram domesticados.
Para Coop e Abrahamson (1973), a vida produtiva dos ovinos é essencialmente
determinada pela condicdo dos dentes incisivos permanentes e a decisdo subjetiva
se 0s animais poderdo pastar e entdo produzir de forma satisfatoria. A maioria dos
guias sobre o abate de ovinos inclui, em uma longa lista de caracteristicas/razdes a
condicao dos incisivos. Porém, poucos autores demonstraram a real perda em
produtividade que tal condicéo traz.

No Reino Unido, Nova Zelandia e em diversos outros paises é descrita uma
forma natural de periodontite conhecida como “broken-mouth”, que envolve os

incisivos e provoca o afrouxamento e a perda dos dentes. A esfoliagdo prematura
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espontanea dos dentes € a consequéncia natural da enfermidade (SPENCE et al.,
1988), que predomina em ovinos adultos, incide em elevada porcentagem dos animais
e contribui para ma nutricdo, perda de peso e problemas sistémicos de saude
(ANDERSON; BULGIN, 1984; BAKER; BRITT, 1984).

Os sinais clinicos podem variar consideravelmente; frequentemente nenhum
sinal é evidenciado. Entretanto, ao exame da cavidade oral pode haver formacao de
calculo e retracdo gengival, e em alguns casos ha presenca de pus. Pode haver
desconforto na mastigacdo e esta pode ocorrer apenas de um lado. Se ha
envolvimento ésseo, o abaulamento da maxila ou mandibula serd palpavel
(ANDREWS, 1985). Cannon et al. (1971) relataram que, enquanto a “broken-mouth”
era o fator predominante para o abate de ovinos com 5,5 anos, apenas metade dos
fazendeiros realmente examinavam suas bocas.

A etiopatogenia da “broken-mouth” &€ desconhecida, embora o envolvimento de
uma ou mais espécies de periodontopatdégenos que estimulam uma resposta imune
resultando em destruicao tecidual possa ser o mecanismo primordial (RIGGIO et al.,
2013).

Alguns estudos sobre doenca periodontal em ovinos descreveram outra
afeccado que afeta principalmente os dentes molares (SALISBURY et al., 1953; HART,;
MACKINNON, 1958; ARMSTRONG, 1960; PORTER et al.,, 1970). A doenca foi
caracterizada por inflamacao da gengiva, formacéo de bolsa periodontal, acimulo de
alimento e, eventualmente, perda de dentes. Além do envolvimento dos molares,
ocorre ainda a presenca de lesdes nos incisivos do mesmo animal (PORTER et al,
1970).

Para Cutress e Ludwig (1969), existem duas formas de doenca periodontal que
afetam os ovinos. Uma delas é a gengivite aguda, ulcerativa e necrosante, que pode
acometer os dentes incisivos e molares; a outra € uma forma mais crbnica que
acomete principalmente os incisivos, eventualmente resultando em perda de dentes.
No entanto, sdo necessarios estudos para elucidacéo da etiologia dessas doencas e
para estabelecer se as manifestagfes clinicas sdo sintomas de doencgas distintas ou
do mesmo problema (WEST, 2002).

Na Gra-Bretanha, Richardson et al. (1979) observaram em 481 ovelhas 93%

de espacamento interdental anormal, 84% de hipertrofia gengival, 82% de desgaste
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dental, 48% de impactacao alimentar e bolsa periodontal e 27% de recessao gengival.
Apenas duas ovelhas avaliadas ndo apresentaram alterac6es nas arcadas dentérias.

No Brasil, Saldanha (2006) identificou e caracterizou as afeccdes buco-dentais
de 211 cabras em diferentes regides do estado de Pernambuco. A populacdo de
caprinos examinada apresentou alto indice de anormalidades buco-dentérias como:
desgaste da coroa dental (99,5%), doenca periodontal (9,5%), perda dental (6,2%),
abcessos (6,2%) e extrusao (8,5%).

Suzuki et al. (2006) observaram a ocorréncia de periodontite espontanea em
34 cabras miniaturas ao buscarem um modelo animal para experimentagdo. Os
animais apresentavam bolsas periodontais com profundidades maior que 3 e 4 mm
(46,4% e 22,1% respectivamente) e incidéncia de sangramento a sondagem de
73,5%.

Estudos indicam que a flora microbiana oral em ovinos com periodontite é
compativel com a encontrada na periodontite humana (FRISKEN et al., 1989; ISMAEL
et al., 1989; McCOURTIE et al., 1990). Riggio et al. (2013) avaliaram a presenca de
determinadas espécies de bactérias em amostras de ovinos com “broken-mouth” e
sadios e evidenciaram que ha diferencas claras na composicao da microflora de
animais doentes e sadios. Mannheimia ruminalis foi a espécie predominante no grupo
de animais com a enfermidade.

Em estudo preliminar para a determinagcéo de géneros bacterianos cultivaveis
presentes no biofiime subgengival de ovinos com periodontite foram isolados
Bacteroides pigmentados de preto, Fusobacterium, Actinomyces, Eubacterium,
Veillonella e outros anaerébios frequentemente envolvidos na doenca periodontal em
humanos e outros animais (McCOURTIE et al., 1989).

Duncan et al. (2003) constataram a presenca de Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Fusobacterium nucleatum e Prevotella intermedia em lesGes de
ovinos com periodontite. Riggio et al. (2013) identificaram diversas espécies
bacterianas em bolsa periodontal de ovinos com “broken mouth”, entre elas
periodontopatégenos comuns na periodontite humana. Bacteroides assacarolyticus
(Porphyromonas asaccharolytica), B. buccae, B. capillosus, B. forsythus (Tannerella

forsythia), B. gingivalis (Porphyromonas gingivalis), B. oris, Fusobacterium naviforme,
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F. necrophorum e F. nucleatum foram detectados em ovinos com quadros de
periodontite (McCOURTIE et al., 1989).

Suzuki et al. (2006) detectaram Tannerella forsythia, Campylobacter rectus,
Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum e Aggregatibacter

actinomycetemcomitans em cabras com periodontite.
2.4 Periodontite em outros animais

A doencga periodontal, incluindo a gengivite, a periodontite e 0os abscessos
periodontais, € um processo infeccioso oral que comumente afeta animais adultos.
Nesse contexto, a periodontite em cédes é considerada uma doenca da civilizagéo,
uma vez que animais submetidos a fatores de domesticacdo apresentam quadros
periodontais mais severos (HARVEY, 1998) e tem sido associada a problemas renais,
hepaticos e cardiacos (PEDDLE et al., 2009). E responséavel ainda por mortalidade
em animais selvagens livres e em cativeiro (MIKKELSEN et al., 2008) e ja foi
identificada em diversas espécies, como cangurus (MIKKELSEN et al., 2008), ursos
(FOURNIER et al., 2001), lobos, coiotes, oncas (LALIBERTE; MAYRAND, 1983),
macacos (GAETTI-JARDIM JR et al., 2012), entre outras.

Segundo Gioso (2001), a doenca periodontal pode apresentar-se latente ou
ativa, sendo possivel observar um animal com grande quantidade de calculo, porém
sem sintomas evidentes de inflamacao grave. Varios fatores podem exacerbar a
doenca, e a explicacdo desse fendmeno ainda é desconhecida.

Se por um lado muito é investigado a respeito da microbiota anaerdbia humana,
poucos estudos ainda s&o realizados em relacdo a sua composicdo em animais
(MIKKELSEN et al., 2008). Diferentes espécies periodontais foram identificadas em
animais de pequeno porte, especialmente em cées (Tabela 2).

Segundo Elliot et al. (2005), os géneros da microbiota bucal de cédes sao
similares aos observados em humanos, embora diferencas significativas sejam
notérias em nivel de espécie. Em gatos, a microbiota oral normal é dominada por
bactérias anaerdbias, principalmente dos géneros Bacteroides e Fusobacterium
(LOVE et al.,1990). Porphyromonas spp. (MALLONEE et al.,, 1988), P. gulae e
Tannerella forsythia (BOOIJ-VRIELING et al., 2010) foram identificadas em gatos com

doenca periodontal.
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Nos animais silvestres também ja foram identificadas diversas espécies de
bactérias anaerdbias associadas a doenca periodontal. Gaetti-Jardim Jr et al. (2012)
evidenciaram que em macacos-prego com gengivite e periodontite ha um aumento na
frequéncia de bactérias anaerébias Gram-negativas pigmentadas de preto
(Porphyromonas e Prevotella), Tannerella forsythia, fusobactérias, Campylobacter
rectus, Eikenella corrodens e Parvimonas micra, além de uma pequena prevaléncia
de Prevotella nigrescens e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, assim como a
auséncia de Treponema denticola. Porphyromonas gingivalis e P. gulae foram
isoladas da cavidade oral de cangurus com diferentes graus de doencga periodontal
(MIKKELSEN et al., 2008).

Diferentes espécies de Prevotella foram isoladas da cavidade oral de burros,
como Prevotella dentasini, P. denticola, P. intermedia, P. loescheii, P. melaninogenica
e P. nigrescens (TAKADA et al., 2010).
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Tabela 2. Bactérias anaerdbias detectadas em caes com periodontite

Espécie Autor

A. actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus,
Dialister  pneumosintes, Eikenella  corrodens,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Treponema denticola

NISHIYAMA et al., 2007

Atopobium rimae, Bacteroides denticanium, B.
uniformis, Campylobacter curvus, Enterococcus
gallinarium, Fusobacterium alocis, Klebsiella oxytoca,
Pasteurella canis, Porphyromonas canis, P.
denticanis, Rikenella microfusus, Streptococcus
bovis, S. Suis

HARDHAM et al., 2005

Bacteroides pyogenes, B. splanchnicus (Odoribacter
splanchnicus), Porphyromonas asaccharolytica, P.
circumdentaria, Prevotella bivia, P. buccae,P.
buccalis,P. corporis,P. disiens, P. heparinolytica, P.
loescheii, P. oralis, P. oris, P. oulorum, P. veroralis, P.
Zoogleoformans

FORSBLOM et al., 1997

Bacteroides tectum, Campylobacter oricanis,
Filifactor alocis, F. villosus, Fusobacterium russi, DAHLEN et al., 2011
Pasteurella stomatis, Porphyromonas crevioricanis

Campylobacter rectus HIRAI et al., 2013

CONRADS et al., 2004; DAHLEN et al.,

Fusobacterium canifelinum 2011: SENHORINHO et al., 2012

Fusobacterium nucleatum NISHIYAMA et al., 2007; SENHORINHO et al., 2012

Peptostreptococcus canis DAHLEN et al., 2011; LAWSON et al., 2012

FORSBLOM et al., 1997; HARDHAM et al., 2005;

Porphyromonas cangingivalis, P. canoris, P. salivosa DAHLEN et al., 2011

P. cansulci, P. endodontalis, P. levii FORSBLOM et al., 1997; HARDHAM et al., 2005

HARDHAM et al., 2005; DAHLEN et al., 2011;
P. gulae SENHORINHO et al., 2011; SENHORINHO et al., 2012;
HIRAI et al., 2013

P. macacae FORSBLOM et al., 1997; SENHORINHO et al., 2012

HARDHAM et al., 2005; NISHIYAMA et al., 2007,

Tannerella forsythia DAHLEN et al., 2011: HIRAI et al., 2013

T. socranskii NORDHOFF et al., 2008

2.5 Periodontite em bovinos

Com ocorréncia em extensas areas de criacdo de bovinos no Brasil, a “cara
inchada” é uma doenca periodontal que acomete principalmente bezerros em fase de
denticio (DOBEREINER et al.,, 1975). Caracteriza-se clinicamente por uma

periodontite purulenta, progressiva, que se inicia geralmente na papila interdental



17

entre o 2° e 3° pré-molares deciduos maxilares, com formacao de bolsa periodontal.
Com o desenvolvimento do processo alveolar purulento, as raizes dos dentes ficam
expostas e ha afrouxamento e perda de pré-molares deciduos e molares
(DOBEREINER et al., 1974). Em casos avancados 0s animais apresentam um mau
estado nutricional, causado pela incapacidade de se alimentar e podem morrer por
inani¢do, o que resulta em prejuizos econémicos significativos (DUTRA et al., 1993).

Nas décadas de 1960 e 1970, com a abertura de extensas areas de vegetacao
natural para a introducéo da pecuaria nas regibes Sudeste e Centro-Oeste, a “cara
inchada” tornou-se nessas &areas uma das mais importantes enfermidades dos
bovinos (DOBEREINER et al.,, 2004). A enfermidade, cuja incidéncia declina
naturalmente apos periodos variaveis, reincide em areas anteriormente endémicas
apos a reforma das pastagens ou o emprego das forrageiras cultivadas na
alimentacdo dos animais (DUTRA et al., 1993). Inicialmente restrita as pastagens
formadas em solo de boa qualidade em areas de matas virgens, a doenca também
incidiu nas areas de cerrado ap6és a introducao das braquiarias, a partir da década de
1970 (DOBEREINER et al., 2000).

Dentre as causas nutricionais possivelmente envolvidas na etiologia da “cara
inchada”, a que recebeu desde o inicio a maior énfase da pesquisa foi uma provavel
deficiéncia ou desequilibrio de minerais na dieta dos animais. No entanto, inexiste
sequer uma evidéncia que corrobore esta hipotese, e 0s experimentos que relataram
efeitos benéficos de suplementos minerais desconsideraram particularidades
epidemioldgicas importantes (ROSA; DOBEREINER, 1994).

Com fundamento em estudos histopatolégicos e microrradiograficos de
costelas de bezerros com “cara inchada”, Débereiner e Dammrich (1997) concluiram
gue as alteracdes 0sseas da enfermidade séo de natureza secundaria, consequéncia
da doenca, e ndo podem ser consideradas como fator desencadeante da periodontite.

Baseados em informacfes empiricas de que animais afetados se recuperavam
espontaneamente quando transferidos para areas indenes, Dbbereiner et al. (1975) e
Dutra et al. (2000) transferiram bovinos de diferentes idades com lesdes periodontais
da “cara inchada” para area considerada livre da doenca. Nesta circunstancia, os

bovinos apresentaram cura clinica, com epitelizacdo das bolsas periodontais,
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desaparecimento do odor fétido bucal, regressédo do abaulamento facial e melhora no
estado nutricional.

Dutra et al. (2000) realizaram um estudo bacteriolégico longitudinal,
monitorando as lesdes periodontais em bezerros transferidos para area indene. Na
ocasido, avaliaram a modificacdo da microbiota anaerdbia apds a remissao clinica da
doenca. Enquanto nas bolsas periodontais dos animais quando transferidos a
porcentagem média dos Bacteroides pigmentados de preto foi de 71,3% da microbiota
total cultivada em anaerobiose e em agar sangue, contendo hemina e vitamina K, nos
mesmos animais foi de 1,7% apos a epitelizacdo das lesbes e cura clinica. Com base
na modificacdo quantitativa dos possiveis periodontopatdégenos pigmentados de preto
e nas suas peculiaridades epidemiolégicas, os autores sugerem tratar-se de uma
enfermidade infecciosa multifatorial.

A enfermidade ndo ocorre sem a presenca desses micro-organismos, que sao
encontrados na microbiota oral dos bovinos (DUTRA; DOBEREINER, 2001). O
desencadeamento da “cara inchada” estaria assim associado a presenca de bactérias
anaerobias no sulco subgengival e a um fator alimentar relacionado a formacédo de
pastagens em determinadas areas, como descrito por Dobereiner et al. (1974), ou a
reforma de areas anteriormente endémicas para a enfermidade (DUTRA et al., 1993).

Blobel et al. (1984) isolaram Bacteroides melaninogenicus, Bacteroides bivius,
Fusobacterium nucleatum, Corynebacterium pyogenes e Actinomyces israelli em
cultivos de lesdes da periodontite bovina, identificados na ocasido por meio das suas
caracteristicas morfo-tintoriais e bioquimicas. Da mesma forma, Botteon et al. (1993)
caracterizaram bioquimicamente bactérias anaerdbias envolvidas nas lesbes da
periodontite bovina, evidenciando a presenca de grupos especificos de Gram-
negativos néo esporulados nas lesdes, com a predominancia de Bacteroides spp. e
Fusobacterium nucleatum.

O acumulo e producao de enzimas, toxinas e outros produtos metabdlicos por
bactérias anaerdbias Gram-negativas sédo considerados fatores primarios importantes
na etiologia da doenca periodontal no homem (LOE et al., 1965; ELLISON, 1970;
SLOTS, 1982) e nos animais (LINDHE et al., 1973; SLOTS; HAUSMANN, 1979). De
uma maneira geral, as bactérias nao invadem o tecido periodontal, mas elaboram uma

série de produtos que podem participar direta ou indiretamente na destruicdo de
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tecidos (McDONALD et al., 1960; SOCRANSKY, 1970; PAGE; SCHROEDER, 1976;
SLOTS; GENCO, 1984).

Dutra et al. (1986) avaliaram a producao “in vitro” de enzimas histoliticas pelas
principais espécies de bactérias isoladas de lesbes periodontais da “cara inchada”
(Actinomyces israelli, Actinomyces pyogenes, Bacteroides melaninogenicus,
Bacteroides spp. e Fusobacterium nucleatum), assim como a atividade biologica de
endotoxinas extraidas das mesmas, todas com alguma capacidade de produzir
substancias com potencial para destruicao tissular. No entanto, apesar de todas as
amostras de Bacteroides spp. terem apresentado atividade proteolitica, a sua exata
identificagdo permaneceu incerta devido a limitac@o na informagédo taxonémica.

Ao caracterizar 0s micro-organismos anaerobios isolados de lesfes
periodontais da “cara inchada”, considerando-se 0s seus aspectos morfo-tintoriais,
fisioldgicos, bioquimicos e de cultivo, Botteon et al. (1993) evidenciaram a presenca
de grupos especificos de bactérias Gram-negativas ndo esporuladas, com
predominancia de Bacteroides spp. pigmentados de preto e marrom, sacaroliticos e
ndo sacaroliticos, de Bacteroides spp. ndo pigmentados e fermentativos e de
Fusobacterium nucleatum. Os autores relataram a dificuldade de classificar os micro-
organismos em nivel de espécie e manutencdo de amostras como cultura pura, pois
muitos dos isolados ndo apresentaram os perfis microbiolégicos semelhantes aos das
espécies descritas na literatura.

Schmitt et al. (1996) investigaram o0s possiveis efeitos da periodontite em
bezerros sobre a imunidade celular, utilizando a determinacdo da aderéncia,
fagocitose e quimiotaxia de Bacteroides melaninogenicus frente a leucdcitos de
animais com e sem lesf6es da enfermidade. Os autores verificaram que a aderéncia
de B. melaninogenicus e a sua fagocitose por granulécitos polimorfonucleares eram
diminuidas em bezerros com periodontite, porém a quimiotaxia ndo era afetada.

Em prosseguimento aos estudos sobre a patogénese da doenca, Kopp et al.
(1996) verificaram a influéncia da estreptomicina sobre a aderéncia de B.
melaninogenicus e Actinomyces pyogenes em células epiteliais orais de bovinos. Em
concentragdes sub-inibitorias a estreptomicina aumentou em dez vezes a taxa de
aderéncia de B. melaninogenicus. Por outro lado, a estreptomicina nao influenciou

significativamente a aderéncia de A. pyogenes. Com base nesses resultados os
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autores relataram que a estreptomicina em doses subinibitérias pode ser um fator que
contribuiria para o desenvolvimento da infeccdo periodontal caracteristica da “cara
inchada”.

Grassmann et al. (1997) realizaram ensaios in vitro e in vivo para estudar o
possivel envolvimento de actinomicetos do solo, como produtores de estreptomicina
e actinomicina, na patogénese da periodontite bovina. Os resultados confirmaram que
antibioticos produzidos pelo cultivo de actinomicetos do solo aumentam a aderéncia
de Bacteroides spp. as células epiteliais da gengiva de bezerros e provavelmente
desempenhariam um papel na patogénese da “cara inchada”.

A eficacia da adigcéo de espiramicina ao suplemento mineral para o controle da
periodontite foi avaliada por Ddbereiner et al. (1990). Os bezerros entraram no
experimento antes de completarem 15 dias de idade, e os exames da cavidade oral
foram realizados até a idade de 7 a 8 meses. Os bezerros que receberam a mistura
mineral com o antibiético ndo revelaram a presenca de lesdes periodontais, enquanto
10,8% dos animais que receberam somente a mistura mineral desenvolveram lesGes
periodontais tipicas da enfermidade.

Dutra et al. (1992) e Tims et al. (1992) avaliaram a eficacia da virginiamicina,
adicionada ou nao a mistura mineral, e verificaram que o aditivo contribuiu no controle
e profilaxia da periodontite bovina. A periodontite bovina também j& foi relatada no
Reino Unido, no entanto em outro contexto epidemiol6gico. Ingham (2001) examinou
501 arcadas de bovinos em abatedouros e relatou que 15 (3%) animais apresentaram
lesbes periodontais e concluiu que anormalidades dentarias sdo comuns em bovinos
e deveriam receber mais atencéo.

Nos Estados Unidos, Fadden et al. (2015) descreveram a ocorréncia de
patologias dentarias em 71 bovinos de leite alimentados com pasto e 200
suplementados com ragédo. A presenca de lesédo periodontal, recessdo gengival ou
perda de dentes foi observada em cinco animais alimentados com pasto e em trés
suplementados com racéo, ressaltando-se que ndo avaliaram as arcadas dentarias
completas dos animais.

Atencado significativa e recursos financeiros séo investidos na eficiéncia
reprodutiva, saude podal, qualidade do leite e condi¢do corporal em rebanhos bovinos,

mas a saude oral raramente é considerada. Isso € peculiar, considerando-se que a
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importancia da mastigacao e da digestédo para o ganho de peso e a producao de leite
€ bem conhecida e que a baixa produtividade € a principal causa de descarte de
animais do rebanho (BASCOM; YOUNG, 1998). E provavel que a periodontite bovina
tenha um impacto significativo sobre o bem-estar dos animais afetados, ja que pode
ser uma condi¢cdo dolorosa cronica, levando a dificuldade de alimentagdo com a
consequente perda de condicdo corporal e peso, aumento da susceptibilidade a
doenca e diminuicdo da produtividade. A dor bucal pode ter apenas efeitos sutis sobre
o comportamento do gado, e assim, a enfermidade €& facilmente ignorada ou
esquecida.

No contexto da pecuaria brasileira, apenas um grupo de pesquisa cadastrado

no Diretério dos Grupos de Pesquisa no Brasil, na Plataforma Lattes (www.dgp.cnpg.br),

tem producéo cientifica relacionada a doenca periodontal em ruminantes nos ultimos
15 anos. Por outro lado, a pouca atencdo que se da ao tema da denticdo em
ruminantes muito provavelmente néao é reflexo da sua real prevaléncia e significado,
mas possivelmente decorre da complexidade em se avaliar a sua ocorréncia nos

rebanhos.
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CAPITULO 2 - Treponema denticola na microbiota da periodontite bovina?!

Ana Carolina Borsanelli?, Elerson Gaetti-Jardim Junior3, Jirgen
Dobereiner* e Iveraldo S. Dutra®*

ABSTRACT.- Borsanelli A.C., Gaetti-Jardim Junior E., Dobereiner J. & Dutra I.S.
2015. [Treponema denticolain the microflora of bovine periodontitis.] Treponema
denticola na microbiota da periodontite bovina. Pesquisa Veterinaria Brasileira
35(3):237-240. Departamento de Apoio, Producdo e Saude Animal, Faculdade de
Medicina Veterinaria de Aracatuba, Unesp, Rua Cldvis Pestana 793, Jardim Dona
Amélia, Aracatuba, SP 16050-680, Brazil. E-mail: dutrais@hotmail.com

Periodontitis in cattle is an infectious purulent progressive disease associated
with strict anaerobic subgingival biofilm and is epidemiologically related to soil
management at several locations of Brazil. This study aimed to detect Treponema
species in periodontal pockets of cattle with lesions deeper than 5 mm in the gingival
sulcus of 6 to 24-month-old animals considered periodontally healthy. We used paper
cones to collect the materials, after removal of supragingival plaques, and kept frozen
(at -80°C) up to DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR) using
Treponema amylovorum, Treponema denticola, Treponema maltophilum, Treponema
medium and Treponema vincentii primers. In periodontal pocket, it was possible to
identify by PCR directly the presence of Treponema amylovorum in 73% of animals
(19/26), T. denticola in 42.3% (11/26) and T. maltophilum in 54% (14/26). Among the
25 healthy sites, it was possible to identify T. amylovorum in 18 (72%), T. denticola in
two (8%) and T. maltophilum in eight (32%). Treponema medium and T. vincentii were
not detected over all 51 evaluated samples. The presence of Treponema amylovorum,
T. maltophilum and, in particular, the widely recognized T. denticola in subgingival
microflora brings an original and potencially important contribution in studies of the
bovine periodontitis.

INDEX TERMS: Bovine periodontitis, periodontal disease, subgingival microflora,
Treponema denticola.

RESUMO.- A periodontite bovina € um processo infeccioso purulento e progressivo
associado a presenca de Dbiofime subgengival anaerébio estrito e
epidemiologicamente relacionada ao manejo do solo em amplas areas geogréficas do
Brasil. Este trabalho teve por objetivo detectar espécies de Treponema presentes na
bolsa periodontal de bovinos com lesdes de profundidade maior que 5 mm e do sulco
gengival de animais com idade de 6 a 24 meses e considerados periodontalmente
sadios. Os materiais foram colhidos por meio de cones de papel, apds a remocao do
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biofilme supragengival, e mantidos sob congelamento (-80°C) até a extracdo do DNA
e realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com o emprego de iniciadores
de Treponema amylovorum, Treponema denticola, Treponema maltophilum,
Treponema medium e Treponema vincentii. Na bolsa periodontal de 73% (19/26) dos
animais foi possivel detectar diretamente, pela PCR, a presenca de Treponema
amylovorum, de 42,3% (11/26) T. denticola e de 54% (14/26) T. maltophilum. Dos 25
sitios sadios, em 18 (72%) foi possivel identificar T. amylovorum, em dois (8%) T.
denticola e em oito (32%) T. maltophilum. Treponema medium e T. vincentii ndo foram
detectados nas 51 amostras avaliadas. A presenca de Treponema amylovorum, T.
maltophilum na microbiota subgengival, e em especial do amplamente reconhecido
periodontopatdogeno T. denticola, traz uma contribuicdo original de importancia
potencial nos estudos da periodontite bovina.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Periodontite bovina, doenca periodontal, microbiota
subgengival, Treponema denticola.

INTRODUCAO

A “cara inchada” em bovinos € uma periodontite purulenta progressiva, associada a
microbiota Gram-negativa anaer6bia estrita. A doenga de caracteristicas
epidemiolodgicas peculiares teve grande impacto econémico e sanitario na pecuaria
nas décadas de 1960 a 1980. Inicialmente associada a formacdo de pastagem em
extensas areas das regifes Sudeste, Centro-Oeste e Norte do pais (Dbébereiner et al.
2000), a enfermidade reincide na sua manifestacéo clinica aparente em rebanhos
apos a reforma dos pastos ou alimentacdo dos bovinos em fase de denticdo com
forragem cultivada em area anteriormente endémica (Dutra et al. 1993, Ddbereiner et
al. 2004).

A presenca de micro-organismos considerados periodontopatogénicos na bolsa
periodontal de bezerros € uma constante nos cultivos da “cara inchada” em meio de
cultura convencional, principalmente os Bacteroides pigmentados de negro,
Fusobacterium e outras bactérias anaerdbias Gram-negativas (Blobel et al. 1987,
Dutra et al. 1986, Botteon et al. 1993). Nesse contexto, a transferéncia de bovinos
com periodontite de area endémica para indene resulta na remissdo clinica
espontanea do processo e modificagdo da microbiota da bolsa periodontal, com
destaque aos Bacteroides pigmentados de negro (Dutra et at. 2000).

Em diversas formas de apresentacao clinica da doenca periodontal em humanos,
a presenca de espiroquetas na microbiota esta associada ao risco elevado de

determinado sitio desenvolver lesdo (Socransky & Haffajee 2010). Considerado um
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importante patdgeno periodontal e componente do complexo vermelho de Socransky,
o Treponema denticola (Socransky et al. 1998) € mais comum em sitios com doenca
periodontal do que em sitios sadios, e na placa subgengival do que na supragengival
(Riviere et al. 1992, Haffajee et al. 1998, Ximénez-Fyvie et al. 2000, Avila-Campos &
Veladsquez-Melendéz 2002).

Com o objetivo de ampliar o conhecimento sobre a microbiota envolvida na
periodontite bovina, o presente estudo teve por objetivo identificar pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) espécies de espiroquetas do género Treponema em

amostras de biofilme subgengival de bovinos com e sem periodontite.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacao da periodontite e colheita de material. O status clinico dos bovinos
com idade entre 6 e 24 meses foi estabelecido apds o exame intraoral e avaliacédo
periodontal, observando-se em todas as etapas os critérios aprovados pelo Comité de
Etica na Experimentac&o Animal (Processo FOA n° 2013-01402). Os indicadores para
a caracterizacdo da lesdo periodontal foram os observados por Dobereiner et al.
(2000), e decorrentes do aspecto visivel da arcada dentaria, possibilitada pela
contencdo do animal e com o auxilio de abridor de boca, acrescidos da sondagem
para mensuragao da profundidade da bolsa periodontal. Os materiais foram obtidos
da bolsa periodontal de bovinos com lesGes (n=26) e do sulco gengival de animais
considerados periodontalmente sadios (n=25), oriundos de propriedades rurais com
rebanhos considerados endémicos ou indenes para a enfermidade. Do sulco gengival
a colheita foi realizada entre a porcao medial palatina do segundo e do terceiro pré-
molar maxilar e dos animais com lesées somente daqueles cujas bolsas tinham
profundidade maior que 5 mm.

A colheita de material da bolsa periodontal foi realizada ap6s a retirada de
alimentos, quando presentes. Os procedimentos para a colheita de material do sulco
gengival ou da bolsa periodontal foram os descritos por Gaetti-Jardim Jr et al. (2012).
Apés a remocgdo do biofilme bacteriano supragengival com gaze esterilizada, os
materiais do sulco ou da bolsa foram colhidos inserindo-se cone de papel, que

permaneceu no local por aproximadamente 60 segundos. Em seguida, o cone foi
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transferido para tubo contendo 1mL de &gua ultrapura esterilizada, e armazenado a -
80 °C, até a extracdo do DNA.

Identificac&o bacteriana pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A deteccao
do DNA bacteriano de cada amostra em agua ultrapura estéril foi realizada
inicialmente pela extragdo do DNA por kit comercial (GenElute Mammalian Genomic
DNA Miniprep Kit, Sigma). A presenca de Treponema amylovorum, T. denticola, T.
maltophilum, T. medium e T. vincentii foi avaliada pelo emprego de iniciadores
especificos (Quadro 1).

As amplificacbes foram realizadas em volumes de 25 pL, contendo 11,9 pL de
adgua para PCR, 5 yL de PCR/Mg*™* buffer (Boehring Mannheim, Indianapolis, IN,
USA), 1 uL de Dntp (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA), 0,1uL de Taq DNA
polimerase (Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil), 0,2 uL de cada par de primer
(Invitrogen do Brasil) e 5 yL da amostra. A amplificacdo foi realizada em aparelho
de PCR (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 9700, Norwalk, CT, USA) programado
para 1 ciclo de 94°C (5 min.), de 30 a 36 ciclos de 94°C (1 min.); temperatura de
anelamento de cada iniciador por um tempo que variou de 30 segundos a 1 min., 72°C
por 2 min. e 1 ciclo de 72°C (5 min.), para a extensao final da cadeia de DNA. Os
produtos da amplificacdo pela PCR foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose a 1%, corados com brometo de etidio (0,5 mg/ml).

RESULTADOS

Na bolsa periodontal de 73% (19/26) dos bovinos foi possivel detectar diretamente,
pela PCR, a presenca de Treponema amylovorum, de 42,3% (11/26) T. denticola e de
54% (14/26) T. maltophilum. Dos 25 bovinos sem lesbes periodontais, em 18 (72%)
foi possivel identificar T. amylovorum, em 2 (8%) T. denticola e em 8 (32%) T.
maltophilum (Quadro 2). Treponema medium e T. vincentii ndo foram detectados nas
51 amostras pesquisadas.

DISCUSSAO

A periodontite bovina ocorre em condigcbes epidemioldgicas especificas e
associada predominantemente a presenca de microbiota bacteriana anaerébia no
biolfime subgengival, em especial pelos Bacteroides pigmentados de negro,

Fusobacterium e outros micro-organismos (D6bereiner et al. 2000, Dutra et al. 2000).
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Nos estudos microbiologicos iniciais da doencga, realizados nas décadas de 1980 e
1990, foi possivel caracterizar por meio das propriedades de cultivo, morfo-tintoriais e
de provas bioquimicas bactérias presentes nas lesdes periodontais a partir do
isolamento em agar sangue enriquecido com hemina e vitamina K (Blobel et al. 1987,
Dutra et al. 1986, Botteon et al. 1993). No presente estudo, o emprego da reagdo em
cadeia da polimerase, com o uso de iniciadores de algumas espécies de Treponema
conhecidas da microbiota oral de humanos e animais, possibilitou identificar
espiroquetas diretamente do material colhido das lesdes periodontais e do sulco
gengival e ap0s a extracdo de DNA. Segundo Socransky & Haffajee (2010), a PCR
além de ser capaz de detectar pequenos numeros celulares tem a vantagem de ser
especifica, o que contribui para enumerar as espécies e melhor entender o seu
possivel papel na doenca.

Como enfatizado por Socransky & Haffajee (2010), a caracterizagcdo desses micro-
organismos como periodontopatdgenos especificos é problematica devido a sua
inabilidade de crescer in vitro. De uma maneira geral, as espécies do género
Treponema spp. s&o de cultivo e identificagdo complexos, e a verificagdo da sua
presenca na microbiota oral associada as periodontites encontra limitagdes quando
empregados meios de cultivo e métodos classicos de isolamento, particularidades
essas que certamente impossibilitaram a sua identificacdo nos estudos iniciais da
doenca.

De acordo com Ellen & Galimanas (2005), apenas 10 espécies de espiroquetas
sdo cultivaveis e pelo menos 50 sao reconhecidas por meio da analise do 16S rRNA
(Dewhirst et al. 2000). Nesse contexto, ha uma diversidade de estudos qualitativos ou
quantitativos que avaliaram a presenca de espécies de Treponema envolvidas na
periodontite humana ou em sitios sadios (Willis et al. 1999, Sato & Kuramitsu 2000,
Asai et al. 2002), da mesma forma que detectadas na doenca periodontal em cées
(Riviere et al. 1996, Nordhoff et al. 2008); no entanto, a prevaléncia de T. denticola
estd mais frequentemente associada a maior severidade da periodontite, tanto em
humanos quanto em caes.

Neste estudo qualitativo, a identificacdo do Treponema denticola, T. amylovorum
e T. maltophilum em bolsa periodontal com profundidade acima de 5mm e de sitios

sadios contribui para ampliar o conhecimento sobre 0S micro-organismos
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potencialmente envolvidos na etiopatogenia da enfermidade. Determinadas espécies
de espiroquetas tém sido relacionadas com a destruicdo periodontal, evidenciada
guando se emprega técnicas moleculares ou baseadas na deteccédo de anticorpos.
Segundo estudos quantitativos da microbiota oral humana, quando prevalente e em
alto nivel na periodontite severa em humanos o T. denticola desempenha um
importante papel na progresséao da doenca (Fenno & McBride 1998).

Cabe ressaltar que a etiologia da doenca periodontal em humanos, e de diversas
espécies animais, esta associada a micro-organismos especificos ou a biofilmes
complexos, e algumas bactérias sdo consideradas periodontopatdégenos potenciais, e
dentre elas o Treponema denticola (Socransky et al. 1998, Socransky & Haffajee,
2010). T. denticola e os outros membros do complexo vermelho de Socransky estéo
presentes em maior numero em bolsas periodontais com profundidade maior que 3
mm (Ximénez-Fyvie et al. 2000), e a intensidade da lesé&o ou doenca é relacionada a
maior prevaléncia, contagens e propor¢des das espécies desse complexo (Socransky
et al. 1998).

Entre os fatores de viruléncia de espécies do género Treponema que podem
exercer um papel importante na periodontite estdo motilidade, quimiotaxia, aderéncia
a fibroblastos e células epiteliais de varias origens e eritrécitos, citotoxicidade,
aquisicdo de ferro, atividade protease quimotripsina like, atividade hemolitica,
imunomodulacéo, fosfolipase C, metabdlitos téxicos, resisténcia a antibidticos e
plasmideo (Fenno & McBride 1998, Dashper et al. 2011). Estudos in vitro sugerem
ainda os efeitos combinados da motilidade e atividade proteolitica da T. denticola de
penetrar na membrana basal. Isso sugere que o comportamento invasivo das
espiroquetas pode contribuir para a doenca periodontal, uma vez que esses micro-
organismos invadem tecidos por migracdo mesmo atraves de juncdes intercelulares
apertadas (Socransky & Haffajee 2010).

A presenca de Treponema amylovorum, T. maltophilum e em especial de T.
denticola traz uma contribuicéo original e relevante nos estudos da etiopatogenia e no
controle da periodontite bovina.
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Quadro 1. Iniciadores empregados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para identificacao
das espécies do género Treponema spp. presentes na microbiota subgengival de bovinos com
periodontite e de sitios sadios de animais sem evidéncia clinica da doenga

ESpéci . Temperatura
spécie Primers A
. o de Referéncias
(5°-3)
anelamento
Treponema amylovorum AGA-GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-AG 55 0C Mayanagi et al
CAC-GCC-TTT-ATT-CCG-TGA-G (2004)
. TAA-TAC-CGA-ATG-TGC-TCA-TTT-ACA-T .
Treponema denticola TCA-AAG-AAG-CAT-TCC-CTC-TTC-TTC-TTA 60°C Ashimoto et al. (1996)
Treponema maltophilum AGA-GTT-TGATCC-TGG-CTC-AG 55°C Mayanag! et
CTA-TTG-TGC-TTA-TTC-ATC-AGG-C (2004)
Treponema medium CAC-TCA-GTG-CTT-CAT-AAG-GG 55 0C Mayanagi et al
CGG-CCT-TAT-CTC-TAA-GAC-C (2004)
- GTC-TCA-ATG-GTT-CAT-AAG-AA Mayanagi et al.
Treponema vincentii 55°C

CAA-GCC-TTA-TCT-CTA-AGA-CT

(2004)

Quadro 2. Espécies do género Treponema spp. detectadas pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) na bolsa periodontal de bovinos com periodontite e no sulco gengival de

animais sadios

Espécies Bolsa periodontal (n=26) Sulco gengival (n=25)
Treponema amylovorum 19 18
Treponema denticola 11 2
Treponema maltophilum 14 8
Treponema medium 0 0
Treponema vincentii 0 0
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CAPITULO 3 - Espécies dos géneros Porphyromonas e Prevotella na
microbiota da periodontite bovinat!

Ana Carolina Borsanelli?, Elerson Gaetti-Jardim Jr.3, Christiane Marie
Schweitzer4, Jirgen Dobereiner®, Iveraldo S. Dutra®

ABSTRACT.- Borsanelli A.C., Gaetti-Jardim Junior E., Schweitzer C.M., DObereiner
J., & Dutra I.S. 2015. [Species of Porphyromonas and Prevotella genera in the
microflora of bovine periodontitis.] Espécies dos géneros Porphyromonas e
Prevotella na microbiota da periodontite bovina. Pesquisa Veterinaria Brasileira
35(10): 829-834. Departamento de Apoio, Producédo e Saude Animal, Faculdade de
Medicina Veterinéria de Aracatuba, Unesp, Rua Clovis Pestana 793, Jardim Dona
Amélia, Aracatuba, SP 16050-680, Brazil. E-mail: dutrais@hotmail.com

Bovine periodontitis is a progressive, purulent, infectious process associated with
the presence of strict anaerobic and facultative subgingival biofilm and
epidemiologically related to soil management in large geographic areas in Brazil. This
study aimed to detect species of the genera Porphyromonas and Prevotella in
periodontal pockets of cattle with injuries deeper than 5 mm (n=26) and in gingival
sulcus of animals that are 6 to 24 months old with great periodontal health (n=25). The
presence of microorganisms was evaluated by independent culture medium method,
through polymerase chain reaction (PCR) and using specific primers for
Porphyromonas asaccharolytica, P. endodontalis, P. gingivalis, P. gulae, Prevotella
buccae, P. intermedia, P. loescheii, P. melaninogenica, P. nigrescens, P. oralis and P.
tannerae. In samples of cattle with periodontitis, P. endodontalis (80,7%), P.
melaninogenica (73,1%) and P. intermedia (61,5%) were the most predominant.
Regarding non-injured gingival sulcus of cattle, P. endodontalis (40%) and P. loeschei
(40%) prevailed. Porphyromonas gingivalis, P. gulae and Prevotella tannerae were not
detected in the 51 studied samples. Data evaluation by T test, enabled to verify that
manifestation of Porphyromonas asaccharolytica (p=0,000003), P. endodontalis
(p=0,0023), Prevotella buccae (p=0,0017), P. intermedia (p=0,0020), P.
melaninogenica (p=0,00006) and P. oralis (p=0,0028) is associated with bovine
periodontitis.

INDEX TERMS: Porphyromonas spp., Prevotella spp., bovine periodontitis.

RESUMO. A periodontite bovina € um processo infeccioso purulento e progressivo
associado a presenca de biofilme subgengival anaerodbio estrito e facultativo e de
incidéncia em extensas areas geograficas do Brasil. Este trabalho teve por objetivo
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detectar espécies dos género Porphyromonas e Prevotella na bolsa periodontal de
bovinos com lesdes de profundidade maior que 5 mm (n=26) e do sulco gengival de
animais com idade de 6 a 24 meses e considerados periodontalmente sadios (n=25).
A presenca dos micro-organismos foi avaliada pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) e com iniciadores especificos para Porphyromonas asaccharolytica, P.
endodontalis, P. gingivalis, P. gulae, Prevotella buccae, P. intermedia, P. loescheii, P.
melaninogenica, P. nigrescens, P. oralis e P. tannerae. P. endodontalis (80,7%), P.
melaninogenica (73,1%) e P. intermedia (61,5%) foram os mais prevalentes nas
amostras de bovinos com periodontite,s. J& no sulco gengival de bovinos sem lesGes
prevaleceram P. endodontalis (40%) e P. loeschei (40%). Porphyromonas gingivalis,
P. gulae e Prevotella tannerae ndo foram detectados nas 51 amostras pesquisadas.
A partir da avaliagdo dos dados pelo teste T, verificou-se que a ocorréncia de
Porphyromonas asaccharolytica (p=0,000003), P. endodontalis (p=0,0023), Prevotella
buccae (p=0,0017), P. intermedia (p=0,0020), P. melaninogenica (p=0,00006) e P.
oralis (p=0,0028) esta associada a periodontite bovina.

Palavras-chave: Porphyromonas spp., Prevotella spp., bovine periodontitis

INTRODUCAO

A “cara inchada” em bovinos é uma periodontite purulenta, progressiva, com
alteracbes macroscopicas e histologicas, que geralmente se iniciam na papila
interdental entre o segundo e o terceiro pré-molares maxilares deciduos, com
formacdo de bolsa periodontal. Em seguida, particulas de alimento se acumulam, fato
gue agrava 0 processo, determinando aumento, extensdo e profundidade da lesao.
Com o desenvolvimento do processo alveolar purulento, a raiz do dente se torna
exposta com afrouxamento e eventual perda do dente (Ddbereiner et al. 1974).

A ocorréncia da periodontite bovina esta associada a presenca e prevaléncia de
bactérias anaerébias Gram-negativas nao esporuladas formadoras de col6nias
pigmentadas de preto em meio de cultivo enriquecido com hemina e vitamina K (Blobel
et al. 1984, Botteon et al. 1993, Dutra et al. 1986, 2000). De grande impacto econémico
e sanitario na pecuaria brasileira, a enfermidade tem caracteristicas epidemiologicas
peculiares. Inicialmente associada a formacdo de pastagem em extensas areas das
regibes Sudeste, Centro-Oeste e Norte do pais (Dobereiner et al. 2000), a
enfermidade reincide com alta prevaléncia em rebanhos apds a reforma dos pastos
ou alimentacdo dos bovinos em fase de denticdo com forragem cultivada em éarea
endémica (Dutra et al. 1993, Débereiner et al. 2000).

Bactérias anaerobias sdo predominantes na microbiota oral humana e em diversas

especies animais. Dentre elas, destacam-se o0s anaerobios Gram-negativos
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produtores de pigmento preto pertencentes aos géneros Porphyromonas e Prevotella,
que ja foram identificadas em casos de periodontite, gengivite e osteomielite em
humanos (Ashimoto et al. 1996, Socransky et al. 1998, Mayanagi et al. 2004, Gaetti-
Jardim Jr. et al. 2010). Em animais de companhia, os dois géneros ja foram
identificados na microbiota oral de gatos com e sem doencga periodontal (Mallonee et
al. 1988, Love et al. 1989, Love et al. 1990) e na bolsa periodontal de cées (Hardham
et al. 2005, Nishiyama et al. 2007, Riggio et al. 2011, Senhorinho et al. 2011). Os dois
géneros parecem ainda predominar nas lesdes da periodontite bovina (Blobel et al.
1987) e em ovinos com a “broken mouth” (McCourtie et al. 1989, Duncan et al. 2003).

Os géneros Porhyromonas e Prevotella apresentam extensa gama de fatores de
viruléncia, como a producao de colagenase, uma série de proteases, superantigenos,
endotoxinas, acidos graxos, NHs, Hz2S, citolisinas e hemolisinas que colaboram para
a destruicao dos tecidos periodontais (Haffajee & Socransky, 1994, Deshpande & Klan
1999, Holt & Ebersole 2005), que ocorre em um ritmo significativamente mais elevado
nas espécies de ungulados quando comparada com animais de companhia e
humanos. Assim, embora sejam conhecidos diversos aspectos da patologia,
bacteriologia e epidemiologia que corroboram a etiologia infecciosa, a etiopatogénese
da enfermidade e a composicdo detalhada da microbiota associada a “cara inchada”
sdo aspectos ainda a serem elucidados. Visando ampliar o conhecimento sobre a
microbiota envolvida na periodontite bovina, o presente estudo teve por objetivo
identificar pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) espécies dos géneros
Porphyromonas e Prevotella em amostras de biofilme subgengival de bovinos com e

sem periodontite.

MATERIAL E METODOS
Caracterizacdo clinica da periodontite e colheita de material. O status clinico
dos bovinos com idade entre 6 e 24 meses foi estabelecido ap6s o exame intraoral e
avaliacao periodontal, observando-se em todas as etapas os critérios aprovados pelo
Comité de Etica na Experimentacdo Animal (Processo FOA n° 2013-01402). Os
indicadores para a caracterizacdo da lesdo periodontal foram os observados por
Dobereiner et al. (1974), e decorrentes do aspecto visivel da arcada dentéria,
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possibilitada pela contencéo do animal e com o auxilio de abridor de boca, acrescidos
da sondagem para mensuracao da profundidade da bolsa periodontal.

Os materiais foram obtidos da bolsa periodontal de bovinos (n=26) em
propriedades consideradas endémicas e do sulco gengival de animais considerados
periodontalmente sadios (n=25), em éareas livres da doenca. Do sulco gengival a
colheita foi realizada entre a por¢cdo medial palatina do segundo e a do terceiro pré-
molar maxilar e dos animais com lesGes, somente daqueles cujas bolsas tinham
profundidade maior que 5 mm. Nos dois grupos as amostras foram coletadas com
cone de papel estéril, de acordo com os procedimentos descritos por Gaetti-Jardim Jr.
(2012).

Os animais examinados foram categorizados de acordo com as seguintes
caracteristicas: (1) presenca ou auséncia de recessao gengival, (2) destruicdo dos
tecidos de surporte caracterizada pela existéncia de bolsas periodontais (mensuradas
com sonda universal) e (3) a presenca ou auséncia de halitose, como relatado por
Dobereiner et al. (1974). Vinte e seis animais com periodontites tinham recesséo
gengival e consequentemente perda 6ssea (bolsas periodontais); portanto, foi
utilizado como indicador da periodontite na analise estatistica.

Quando necessério, as amostras de bolsa periodontal foram coletadas depois da
remocao de alimentos, e os procedimentos para coleta de amostras do sulco gengival
ou do material da bolsa periodontal eram realizados como descrito por Gaetti-Jardim
Jr. et al. (2012).

Identificac&o bacteriana pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A deteccao
do DNA bacteriano de cada amostra em &gua ultrapura estéril foi realizada
inicialmente pela extragdo do DNA por kit comercial (GenElute Mammalian Genomic
DNA Miniprep Kit, Sigma). A presenca de Porphyromonas asaccharolytica,
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas gulae,
Prevotella buccae, Prevotella intermedia, Prevotella loescheii, Prevotella
melaninogenica, Prevotella nigrescens, Prevotella oralis e Prevotella tannerae foi
avaliada com o uso de primers especificos (Tabela 1).

As amplificagcdes foram realizadas em volumes de 25 pL, contendo 11,9 uL de
agua para PCR, 5 yL de PCR/Mg**buffer (Boehring Mannheim, Indianapolis, IN, USA),
1 pL de Dntp (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA), 0,1 uL de Tag DNA
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polimerase (Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil), 0,2 yL de cada par de primer
(Invitrogen do Brasil) e 5 uL da amostra. A amplificacdo foi realizada em aparelho
de PCR (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 9700, Norwalk, CT, USA) programado
para 1 ciclo de 94°C (5min.), de 30 a 36 ciclos de 94°C (1 min.); temperatura de
anelamento de cada iniciador por um tempo que variou de 30 segundos a 1 min., 72°C
por 2 min. e 1 ciclo de 72°C (5 min.), para a extensao final da cadeia de DNA. Os
produtos da amplificacdo pela PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%, corados com brometo de etidio (0,5 mg/mL). Como controle positivo

foram usados amostras de DNA de cepas de referéncias (Gaetti-Jardim Jr et al. 2012).

Andlise estatistica. Os dados foram plotados e analisados através do software
SPSS. As analises de risco e prevaléncia foram realizadas utilizando a estatistica de
Cochran e Mantel-Haenszel para variaveis dicotbmicas ou Teste de Person’s Chi-
Quadrado para analise das propor¢cdes quando as variaveis tinham 3 ou mais
categorias. As interrelacbes entre os parametros clinicos e microbiolégicos foram
avaliados pelo Teste T de Student e o pelo Teste de Correlacdo de Spearman. Os
testes estatisticos foram realizados utilizando-se a corre¢édo de Bonferroni, com o valor

de p ajustado de 0,05 a 0,000003, devido a deteccdo de 35 espécies microbianas.

RESULTADOS

Nas amostras de bovinos com periodontite (n=26), P. endodontalis (80,7%), P.
melaninogenica (73,1%) e P. intermedia (61,5%) foram os mais prevalentes. J4 nos
bovinos sem lesbes (n=25) prevaleceram P. endodontalis (40%) e P. loescheii (40%).
Porphyromonas gingivalis, P. gulae e Prevotella tannerae néo foram detectados nas
51 amostras pesquisadas (Tabela 2, Fig. 1).

Na tabela 1 observa-se que a ocorréncia de P. asaccharolytica, P. endodontalis,
Prevotella buccae, P. intermedia, P. melaninogenica e P. oralis esta associada a perda
O0ssea. Quando as demais caracteristicas dos animais sdo avaliadas, verifica-se que
P. asaccharolytica (p=0,0000001), P. buccae (p=0,0000001), P. melaninogenica
(p=0,0018) e P. oralis (p=0,0038) foram mais prevalentes entre os animais com
halitose. Pelo teste de correlacdbes de Spearman observou-se forte associacao

positiva entre a presenca de P. asaccharolytica e P. buccae (indice de correlagéo-IC
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variando de 0,663 a 0,76), seguidas por P. intermedia, P. melaninogenica, P. oralis e
P. nigrescens (IC de 0,313 a 0,426).

Os dados sugerem a existéncia de interacdes ecoldgicas entre 0s micro-
organismos testados, particularmente entre P. asaccharolytica e P. buccae
(IC=0,507), P. endodontalis e P. melaninogenica (IC=0,435), P. intermedia e P.
melaninogenica (IC=0,408), P. loescheii e P. nigrescens (IC=0,440), P. oralis e P.
buccae (1C=0,436), embora correla¢des positivas tenham sido observadas entre os

demais anaerébios estudados.

DISCUSSAO

A destruicéo periodontal em humanos é fortemente associada com a disbiose da
microbiota periodontal, produzindo mudancas relevantes na abundancia relativa dos
componentes individuais do biofiime e modificacdo na relacdo hospedeiro-micro-
organismos suficientes para mediar inflamacédo destrutiva e perda 6ssea, que séo
vinculadas a presenca dos anaerdbios pigmentados de preto, em particular P.
gingivalis (Hajishengallis 2014, Hajishengallis 2015, Amaliya et al. 2015). Outras
espécies como P. intermedia, P. melaninogenica e P. loescheii tém sido isoladas de
sitios periodontais sadios, e suas populacdes sao significativamente maiores em
pacientes com perda de insercao conjuntiva (Darout 2014, Dahlén et al. 2014, Amaliya
et al. 2015). Estudos similares foram descritos em gatos (Pérez-Salcedo et al. 2015)
e cdes (Hardham et al. 2005, Nishiyama et al. 2007, Riggio et al. 2011, Senhorinho et
al. 2011).

A periodontite bovina ocorre em condi¢cdes epidemiolégicas especificas e
associada predominantemente a presenca de microbiota bacteriana anaerdbia no
biofilme subgengival, em especial Bacteroides pigmentados de preto e Fusobacterium
(Dobereiner et al. 2000, Dutra et al. 2000). As espécies produtoras de pigmento preto
constituem 80% da microbiota subgengival de bezerros com a doenga (Botteon et al.
1993, Dutra et al. 2000), embora a distribuicdo das diferentes espécies ainda nao
tenha sido amplamente avaliada.

Dutra et al. (2000) observaram que nas bolsas periodontais de bezerros com
periodontite a porcentagem meédia dos pigmentados de preto foi de 71,3% da
microbiota total cultivada em anaerobiose e em meio de cultura especifico, nos

mesmos animais, apos o desaparecimento da sintomatologia clinica de inflamacéao,
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foi de 1,7%, sugerindo que esses micro-organismos podem ser mais prevalentes e
abundantes durante o periodo mais ativo da doenca, quando ocorre o fenémeno de
perda de insercao conjuntiva, como ja observado em humanos.

Diferentes espécies de Porphyromonas e Prevotella, dentre elas Porphyromonas
gingivalis, P. endodontalis, P. gulae, P. cangingivalis, P. denticanis, P. salivosa,
Prevotella intermedia foram identificadas em caes com periodontite (Hardham et al.
2005, Nishiyama et al. 2007, Riggio et al. 2011, Senhorinho et al. 2011).
Porphyromonas spp., P. gulae e Tannerella forsythia (Booij-Vrieling et al. 2010) foram
identificadas em gatos com doenca periodontal.

Em outras espécies animais, como primatas ndo humanos, esses dois géneros se
mostram mas prevalentes em individuos com inflamacao periodontal e perda de
insercao (Gaetti-Jardim Jr. 2012). Porphyromonas gingivalis e P. gulae também foram
isoladas da cavidade oral de cangurus com diferentes graus de doencga periodontal
(Mikkelsen et al. 2008). Diferentes espécies de Prevotella foram isoladas da cavidade
oral de burros, como Prevotella dentasini, P. denticola, P. intermedia, P. loescheii, P.
melaninogenica e P. nigrescens (Takada et al. 2010). P. gingivalis e P. intermedia
estdo frequentemente presentes em ovinos com periodontite (Duncan et al. 2003),
além de P. asaccharolytica e P. buccae (McCourtie et al. 1989).

A partir da andlise estatistica, verificou-se que a ocorréncia de Porphyromonas
asaccharolytica, P. endodontalis, Prevotella buccae, P. intermedia, P. melaninogenica
e P. oralis est4 associada a perda 6ssea e consequentemente a periodontite bovina.
Os resultados do presente estudo reforcam a relagdo entre esses anaerdbios e a
presenca de condicdes inflamatorias periodontais, mas também apresentam algumas
peculiaridades ainda ndo descritas, como a auséncia de P. gingivalis nas amostras
avaliadas. Contudo, outras espécies desse género e do grupo de pigmentados de
preto foram bastante frequentes, sugerindo que o nicho ecoldgico que essa espécie
desempenha em humanos esteja sendo ocupado por outroS micro-organismos em
bovinos, como P. asaccharolytica e P. endodontalis (Tabela 2).

A presenca de Porphyromonas endodontalis em infe¢bes bucais raramente é
reportada em estudos baseados em cultivo, uma vez que esse microrganismo

dificilmente se desenvolve em meios de cultivo (Lillo et al. 2004). Em nosso estudo,
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baseado na identificacdo por PCR, P. endodontalis mostrou forte associagcdo com a
periodontite.

Prevotella intermedia € o segundo pigmentado a receber consideravel interesse na
periodontite humana. Os niveis desse bastonete parecem ser particularmente
elevados em certos tipos de periodontite e em sitios progressivos de periodontite
cronica (Socransky & Haffajee 2010). P. intermedia € o pigmentado de preto mais
frequentemente isolado de infeccBes supurativas como abscessos periodontais e
periodontite apical, além de infec¢des extraorais (Matto et al. 1997, Herrera et al. 2000,
Jaramillo et al. 2005). Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens ndo sao
distinguiveis por métodos convencionais de identificacdo por cultivo (Ashimoto et al.
1996, Nishiyama et al. 2007). No entanto, através da utilizacdo da PCR foi possivel
evidenciar que P. intermedia estd associada a periodontite bovina, enquanto P.
nigrescens ndao mostrou valores significantes.

Porphyromonas asaccharolytica € um pigmentado de preto prevalente no trato
intestinal e urogenital e € importante em varias infeccées nao orais. Alguns estudos
sugerem que este microrganismo raramente esta presente na microbiota oral humana
e que este ndo € habil para colonizar bolsas periodontais (Slots 1979, Haffajee &
Socransky 1994, Moore & Moore 1994, Tran et al. 1997). Ja em nosso estudo, P.
asaccharolytica mostrou forte associacao com a periodontite bovina.

Nadkarni et al. (2012) evidenciaram que P. oralis esta associada com a doenca
periodontal e com bolsas periodontais profundas, enquanto P. melaninogenica esta
associada com sitios saudaveis. Em nosso estudo ambos oS micro-organismos
mostraram fortes associagdes com a periodontite bovina.

Considerando a associacdo de diversas espécies dos géneros Porphyromonas e
Prevotella com a doenca periodontal em varias espécies, estes agentes foram
selecionados como o foco deste estudo. No entanto, devido a diversidade dos géneros
pesquisados possivelmente h& outras espécies cuja presenca ainda nédo foi
identificada em lesbes periodontais. No presente estudo, a identificacdo de P.
asaccharolytica, P. endondotalis, P. buccae, P. oralis, P. intermedia e P.
melaninogenica mostraram forte associagdo com as lesdes da periodontite bovina, o
que constitui uma contribuicdo original e importante para os estudos sobre a

patogénese e medidas de controle da periodontite bovina.
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CONCLUSAO

Esta investigacdo sugere o papel etiologico de bactérias na periodontite bovina,
provavelmente iniciando a resposta inflamatoria e levando a perda 0ssea derivada da
acao de fatores mediados (IL-1, TNF, prostaglandina, complemento, RANKL), como
observado na periodontite humana (Hajishengallis 2015, Hajishengallis et al. 2015,
Pandit et al. 2015).

O presente estudo também realca a importancia dos anaerobios pigmentados de
preto na etiologia da inflamacé&o periodontal em bovinos.

A presenca de espécies de Porphyromonas e Prevotella e sua associacdo com
lesGes periodontais corroboram a evidéncia do efeito da disbiose bacteriana na
etiologia infecciosa multifatorial da periodontite bovina

O uso da PCR permitiu a identificacdo de espécies de pigmentados de preto que

nao crescem em meios de cultivo tradicionais.
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Quadro 1. Primers utilizados para identificar espécies de Porphyromonas e
Prevotella na microbiota subgingival de bovinos com periodontite e em sitios
de animais periodontalmente sadios, pelareacdo em cadeiada polymerase

(PCR)
Espécies de . Temperatura
Porphyromonas/Prevotella I?gmgr)s de Referéncias
anelamento
Porphyromonas asaccharolytica ATgTGCGEAngT:'\FSgiI?;é%ﬁ'g?CT 60°C Tran et al. 1997
Porphyromonas endodontalis ggg%?’?g:;g?éggg;ﬁg;g 60°C Fouad et al. 2002
Porphyromonas gingivalis Ag%??gg g;ig?:gég;?g_? 60°C Ashimoto et al. 1996
Porphyromonas gulae TTGAC.ZI_TTTCC.;I_C.;I_;cT:GeceﬁTAGCQT%gi(éACTT 60°C Kato et al. 2011
Prevotella buccae TCCC:;'.;_I_.E gggTCCCS%ACGTCéCCq:;CTiGA 60°C Nadkarni et al. 2012
Prevotella intermedia CSTTTGTCZ%?%%%ACC;?TC&CA'XF ACGG CCZT 55°C Ashimoto et al. 1996
Prevotella loescheii O e AT T 58°C Nadkarni et al. 2012
Prevotella melaninogenica i?;gﬁ;g@g?gﬁ% CT;E(?\S 59°C Nadkarni et al. 2012
Prevotella nigrescens A(':I' g CA:éGC'_IA_‘éTASEGT_}Fég%C;’:?gEéiG 55°C Ashimoto et al. 1996
Prevotella oralis TTgC%CéCT.I_T ég—;—%—fg ?G%Ag_?f g-c 60°C Nadkarni et al. 2012
Prevotella tannerae CTT-AGC-TTG-CTA-AGT-ATG-CCG 60°C Mayanagi et al. 2004

AGC-TGA-CTT-ATA-CTC-CCG
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Quadro 2. Espécies de Porphyromonas e Prevotella detectadas por PCR na
bolsa periodontal (n=26) de bovinos com periodontite e no sulco gengival de
animais periodontalmente sadios (n=25)

Espécies Bolsa periodontal Sulco gengival P
n (%) n (%)
Porphyromonas asaccharolytica 14 (53,8) 0 (0.0) 0,000003*
Porphyromonas endodontalis 21(80,7) 10 (40,0) 0,0023*
Porphyromonas gingivalis 0 (0.0) 0 (0.0)
Porphyromonas gulae 0 (0.0) 0 (0.0)
Prevotella buccae 12 (46,1) 2 (8,0) 0,0017*
Prevotella intermedia 16 (61,5) 5(20,0) 0,0020*
Prevotella loescheii 14 (53,8) 10 (40,0) 0,33
Prevotella melaninogenica 19 (73,1) 5 (20,0) 0,00006*
Prevotella nigrescens 11 (42,3) 2(8,0) 0,0042
Prevotella oralis 13 (50,0) 3(12,0) 0,0028*
Prevotella tannerae 0 (0.0) 0 (0.0)

* Valores significativos de p pelo teste T de Student.
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Figura 1. Prevaléncia de espécies de Porphyromonas e Prevotella identificadas por
PCR na bolsa periodontal de bovinos com periodontite e no sulco gingival de
animais considerados periodontalmente sadios
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RESUMO

A periodontite bovina € um processo infeccioso purulento e progressivo
associado a presenca de biofilme subgengival anaerébio estrito e facultativo. Este
trabalho teve por objetivo avaliar pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e com
iniciadores especificos a presenca de 35 espécies de periodontopatdégenos na bolsa
periodontal de bovinos com lesdes de profundidade maior que 5 mm (n=26) e no sulco
gengival de animais considerados periodontalmente sadios (n=25). Nos 26 animais
com lesdes periodontais, 0s micro-organismos mais prevalentes foram Fusobacterium
nucleatum (96,2%), Fusobacterium necrophorum (80,7%), Actinomyces naeslundii
(80,7%), Porphyromonas endodontalis (80,7%), Prevotella melaninogenica (73,1%) e
Treponema amylovorum (73,1%). J& nos 25 bovinos sem lesbes periodontais,
Fusobacterium nucleatum (84%), Eikenella corrodens (72%), Treponema amylovorum
(72%), Treponema maltophilum (72%) e Fusobacterium necrophorum (68%) foram os
micro-organismos mais identificados. Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Actinomyces viscosus, Campylobacter curvus, Capnocytophaga ochracea,
Capnocytophaga  sputigena, Enterobacteriaceae, Enterococcus  faecalis,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas gulae, Prevotella tannerae, Treponema
medium, Treponema socranskii e Treponema vincentii ndo foram detectados em
nenhuma das amostras pesquisadas. A andlise estatistica indica que a ocorréncia de
Actinomyces naeslundii, Enterococcus faecium, Porphyromonas asaccharolytica,
Porphyromonas endodontalis, Prevotella buccae, Prevotella intermedia, Prevotella
melaninogenica, Prevotella nigrescens, Prevotella oralis, Treponema denticola e
Treponema pectinovorum esta associada com a periodontite bovina e traz uma
contribuicéo original aos estudos sobre a etiopatogenia da enfermidade.

Palavras-chave: doenca periodontal, bovinos, periodotopatdogenos, anaerdbios
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1. Introducéo

A periodontite bovina é um processo infeccioso purulento e progressivo associado
com a presenca de biofilme subgengival anaerdbio estrito. De carater sazonal,
associada ao manejo do solo e a dieta, a doenc¢a tem variacdes na sua apresentacao
clinica, que inclui desde uma forma agressiva até manifestacdes cronicas. Os
prejuizos econdmicos sdo significativos; ndo raro até 60% dos animais sao
acometidos, o que se reflete em baixo desempenho do rebanho, aumento dos custos
de producéo e da mortalidade (D&bereiner et al., 2000).

Em humanos, a bolsa periodontal abriga uma microflora de consideravel
complexidade e predominantemente anaerébia (Paster et al., 2001). Griffen et al.
(2012) compararam, através do sequenciamento do gene 16S rRNA, a microbiota
subgengival de pacientes com periodontite crénica e pacientes periodontalmente
sadios, nos quais foram identificadas 123 e 53 espécies de bactérias
respectivamente, e concluiram que a diversidade microbiana foi maior nos pacientes
com periodontite.

Embora a microbiota subgengival seja complexa e numerosa, € relativamente
pequeno o numero de micro-organismos considerados potencialmente patogénicos,
com evidéncias suficientes e reconhecidos no “Consensus Report” (Hur et al., 1996).
Em estudos de associacdo, das aproximadamente 600 espécies de bactérias
presentes no ambiente subgengival, apenas algumas espécies ou grupos restritos
mostraram ser especificamente relacionadas com a doenca em humanos. Nesse
contexto, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola, do
complexo vermelho de Socransky, mostraram associacdo com 0 sangramento a
sondagem, tanto individualmente quanto em grupo (Socransky et al., 1998).

Organismos como Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum e Eikenella corrodens tém sido considerados de grande
importancia na patogenia da doenga periodontal em humanos (Ashimoto et al., 1996;
Socransky et al., 1998; Gaetti-Jardim Jr. et al., 2010) e diversas espécies animais
(Mallonee et al., 1988; Love et al., 1989; McCourtie et al., 1989; Duncan et al., 2003;
Nishiyama et al., 2007; Riggio et al., 2011). A forte correlagéo entre a presenca de
organismos putativos e a destruicdo dos tecidos periodontais foi demonstrada em

diversos estudos (Ashimoto et al., 1996; Socransky et al., 1998).
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A presenca de micro-organismos considerados potencialmente patogénicos nas
lesbes periodontais de bezerros é uma constante nos cultivos em meio de cultura
convencional, principalmente os Bacteroides pigmentados de preto, Fusobacterium
sSpp. e outras bactérias anaerdbias Gram-negativas (Blobel et al., 1984; Dutra et al.,
1986; Botteon et al., 1993). Por outro lado, a transferéncia de bovinos com periodontite
de area endémica para indene resulta na remissédo clinica espontanea do processo e
modificacdo da microbiota da bolsa periodontal, com destaque para os Bacteroides
pigmentados de preto que tém sua presenca reduzida (Dutra et al., 2000).

Um meétodo de identificacdo microbiana rapido e confidvel pode ser util para
associar organismos especificos com a doenca periodontal. Métodos de cultivo sédo
demorados, caros e podem apresentar falhas no crescimento de alguns micro-
organismos importantes (Ashimoto et al., 1996). A PCR oferece um meio de deteccéo
altamente sensivel e especifico para bactérias em amostras biologicas e €
particularmente valioso na deteccdo de micro-organismos que nao podem ser
cultivados ou que nao séo facilmente distinguiveis no cultivo (Slots et al., 1995).

Embora alguns aspectos relacionados a patologia, bacteriologia e epidemiologia
da enfermidade sejam conhecidos, a composicao detalhada da microbiota associada
a periodontite bovina e a sua etiopatogénese ainda necessitam ser elucidados. Nesse
cenario, o presente estudo teve por objetivo detectar patégenos periodontais
reconhecidos em humanos e nos animais em amostras de biofilme subgengival de

bovinos com e sem periodontite pela rea¢cdo em cadeia da polimerase.

2. Materiais e métodos

2.1 Caracterizagéo clinica da periodontite e colheita de material

A condicao clinica dos bovinos com idade entre 6 e 24 meses foi estabelecida apds
0 exame da cavidade oral, observando-se em todas as etapas os critérios aprovados
pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal (Processo FOA n° 2013-01402). Os
indicadores para a caracterizacdo da lesdo periodontal foram os observados por
Dobereiner et al. (1974), e decorrentes do aspecto visivel da arcada dentéria,
possibilitada pela contencdo do animal e com o auxilio de abridor de boca e lanterna,
acrescidos da sondagem para mensuracao da profundidade da bolsa periodontal. Os

materiais foram obtidos da bolsa periodontal em dentes incisivos ou mastigatorios de
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bovinos com lesbes (n=26) e do sulco gengival de animais considerados
periodontalmente sadios (n=25). Do sulco gengival, a colheita foi realizada entre a
porcdo medial palatina do segundo e terceiro pré-molar maxilar e dos animais com
lesbes somente daqueles cujas bolsas tinham profundidade maior que 5mm,
mesuradas com sonda universal. Nos dois grupos as amostras foram coletadas com
cone de papel estéril, de acordo com os procedimentos descritos por Gaetti-Jardim Jr.
et al. (2012).

Os animais examinados foram categorizados de acordo com as seguintes
caracteristicas: presenca ou auséncia de recessao gengival e destruicdo dos tecidos
de surporte caracterizada pela existéncia de bolsas periodontais, como relataram
Dobereiner et al. (1974).

2.2. ldentificacdo bacteriana pela reacdo em cadeia da polymerase (PCR)

A deteccdo do DNA bacteriano de cada amostra em agua ultrapura estéril foi
realizada inicialmente pela extracdo do DNA por kit comercial (GenElute Mammalian
Genomic DNA Miniprep Kit, Sigma). A presengca de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,  Actinobacillus  israelli,  Actinobacillus  naeslundii,
Actinobacillus viscosus, Campylobacter spp., Campylobacter curvus, Campylobacter
rectus, Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga sputigena, Dialister
pneumosintes, Eikenella corrodens, Enterobacteriaceae, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Fusobacterium necrophorum, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas asaccharolytica, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas
gingivalis, Porphyromonas gulae, Prevotella buccae, Prevotella intermedia, Prevotella
loescheii, Prevotella melaninogenica, Prevotella nigrescens, Prevotella oralis,
Prevotella tannerae, Tannerella forsythia, Treponema amylovorum, Treponema
denticola, Treponema maltophilum, Treponema medium, Treponema pectinovorum,
Treponema socranskii e Treponema vincentii foi avaliada com o uso de primers
especificos (Gaetti-Jardim Jr et al., 2010; Gaetti-Jardim Jr et al., 2012).

As amplificagbes foram realizadas em volumes de 25,0 uL, contendo 11,9 yL de
agua para PCR, 5 yL de PCR/Mg**buffer (Boehring Mannheim, Indianapolis, IN, USA),
1,0 yL de Dntp (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA), 0,1 uL de Tag DNA
polimerase (Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil), 0,2 yL de cada par de primer

(Invitrogen do Brasil) e 5,0 yL da amostra. A amplificacdo foi realizada em aparelho
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de PCR (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 9700, Norwalk, CT, USA) programado
para 1 ciclo de 94°C (5 min.), de 30 a 36 ciclos de 94°C (1 min.); temperatura de
anelamento de cada iniciador por um tempo que variou de 30 segundos a 1 min., 72°C
por 2 min. e 1 ciclo de 72°C (5 min.), para a extensao final da cadeia de DNA. Os
produtos da amplificacdo pela PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%, corados com brometo de etidio (0,5 mg/mL). Como controle positivo

foram usados amostras de DNA de cepas de referéncias (Gaetti-Jardim Jr et al., 2012).
2.3. Andlise estatistica

Os dados foram plotados e analisados por meio do software SPSS. As inter-
relagdes entre os parametros clinicos e microbiolégicos foram realizadas pelo teste T
de Student e pelo teste de correlacdo de Spearman. Os testes estatisticos foram
realizados utilizando-se a corregcédo de Bonferroni, com o valor de p ajustado de 0,05

a 0,000003, devido a detecc¢éo de 35 espécies microbianas.
3. Resultados

Os micro-organismos mais prevalentes nos 26 animais com lesfes periodontais
foram F. nucleatum (96,2%), F. necrophorum (80,7%), A. naeslundii (80,7%), P.
endodontalis (80,7%), P. melaninogenica (73,1%) e T. amylovorum (73,1%). Ja nos
25 bovinos sem lesdes periodontais, F. nucleatum (84%), E. corrodens (72%), T.
amylovorum (72%), T. maltophilum (72%) e F. necrophorum (68%) foram os micro-
organismos mais detectados (Tabela 1).

A. actinomycetemcomitans, A. viscosus, C. curvus, C. ochracea, C. sputigena,
Enterobacteriaceae, E. faecalis, P. gingivalis, P. gulae, P. tannerae, T. medium, T.
socranskii e T. vincenti ndo foram detectados em nenhuma das amostras
pesquisadas.

A andlise estatistica possibilitou verificar que a ocorréncia de A. naeslundii, E.
faecium, P. asaccharolytica, P. endodontalis, P. buccae, P. intermedia, P.
melaninogenica, P. nigrescens, P. oralis, T. denticola e T. pectinovorum esta
associada com a periodontite bovina (Tabela 1). Os mesmos resultados foram obtidos

pelo teste de correlacdo de Spearman.
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A andlise da frequéncia de deteccdo dos diferentes micro-organismos
estudados sugere associacdoes entre os membros do biofilme subgengival. Nesse
sentido, F. necrophorum parece ter co-ocorréncia com E. corrodens (indice de
correlagao - 1C=0,43) e P. endodontalis (IC=0,45), enquanto F. nucleatum estabelece
associacfes com P. loescheii (IC=0,29). Associacdes entre as diferentes espécies de
pigmentados de preto também foram detectadas, merecendo destaque entre P.
asaccharolytica e P. buccae (IC=0,50), P. endodontalis e P. melaninogenica (IC=0,44),
P. nigrescens e P. loescheii (IC=0,40), P. buccae e P. oralis (IC=0,45), embora
correlagbes positivas também tenham sido observadas entre outros anaerdbios
avaliados (Tabela 2).

4. Discussao

No presente estudo, foi possivel identificar que a ocorréncia de A. naeslundii,
E. faecium, P. asaccharolytica, P. endodontalis, P. buccae, P. intermedia, P.
melaninogenica, P. nigrescens, P. oralis, T. denticola e T. pectinovorum esta
associada com a periodontite bovina.

A periodontite bovina ocorre em condi¢cdes epidemioldgicas especificas e esta
associada predominantemente a presenca de microbiota bacteriana anaerdbia no
biolfime subgengival, em especial pelos Bacteroides pigmentados de preto,
Fusobacterium nucleatum, Corynebacterium pyogenes e Actinomyces israelli
(Dobereiner et al., 2000; Dutra et al., 2000). A despeito de poucos dados sobre os
aspectos microbiologicos dessa enfermidade, observou-se, por cultura em &gar
sangue, que espécies produtoras de pigmento preto representavam cerca de 80% da
microbiota subgengival de bezerros com a doenca (Botteon et al., 1993; Dutra et al.,
2000), embora a distribuicdo das diferentes espécies ainda ndo tenha sido
amplamente avaliada.

A cavidade oral abriga uma populacédo microbiana complexa, diversa e abundante
gue possui um papel critico na saude e na doencga. Dewhirst et al. (2010) identificaram,
através do sequenciamento do 16S rRNA, 1.179 sequéncias em amostras de biofilme
subgengival de pacientes com periodontite e periodontalmente sadios. Spirochaetes,

Synergistetes e Bacteroidetes foram os filos mais abundantes em pacientes humanos
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com periodontite, enquanto o filo Proteobacteria foi encontrado em maior nivel em
pacientes sadios (Griffen et al., 2012).

Kennedy et al. (2016) identificaram 1.308 unidades taxonémicas operacionais no
microbioma oral de equinos. Os géneros Gemella e Actinobacillus foram os mais
abundantes nas amostras de animais periodontalmente sadios, enquanto no grupo de
animais com periodontite predominaram os géneros Prevotella e Veilonella. Em caes
periodontalmente sadios, Dewhirst et al. (2012) identificaram 353 taxa microbianas,
que foram divididas em 14 filos, 23 classes, 37 ordens e 148 géneros. Sturgeon et al.
(2014) identificaram 10.177 unidades taxonOmicas operacionais no microbioma oral
de gatos sadios, representando 18 filos, dos quais os mais prevalentes foram
Proteobacteria (75,2%), Bacteroidetes (9,3%), Firmicutes (6,7%), Spirochaetes
(1,8%), Fusobacteria (1,3%) e Actinobacteria (0,6%). Dentre os géneros, destacaram-
se: Moraxella (10,9%), Thermomonas (6,9%), Neisseria (4,9%) e Pasteurella (4,3%).

Diferentes patdégenos como A. actinomycetemcomitans, E. corrodens, F.
nucleatum, P. endodontalis, P. gingivalis, P. nigrescens, T. forsythia e T. denticola j&
foram identificados em casos de periodontite, gengivite e osteomielite em humanos
(Ashimoto et al., 1996; Mayanagi et al., 2004; Feng e Weinberg, 2006; Gaetti-Jardim
Jr. etal., 2010). Se por um lado muito € investigado a respeito da microbiota anaerdbia
humana, poucos estudos foram realizados em relagdo a sua composicdo em
ruminantes.

Duncan et al. (2003) constataram que P. gingivalis, T. forsythia, F. nucleatum e
P. intermedia estdo presentes nas lesdes de ovinos com periodontite. Treponema
amylovorum, T. denticola, T. maltophilum, T. medium e T. pectinovorum foram
detectados na bolsa periodontal de ovinos (Borsanelli et al., 2016). Riggio et al. (2013)
identificaram 24 filotipos diferentes na bolsa periodontal de ovinos com ‘broken mouth’,
e 0s mais prevalentes foram Mannheimia ruminalis e Moraxella caprae.

Em caprinos, alguns periodontopatdgenos como T. forsythia, C. rectus, F.
necrophorum, F. nucleatum e A. actinomycetemcomitans ja foram identificados em
animais com periodontite no Japao (Suzuki et al., 2006).

A triade bacteriana que compfe o complexo vermelho: P. gingivalis, T.
denticola e T. forsythia tém sido tradicionalmente considerados 0s principais

periodontopatégenos envolvidos na etiologia das periodontites, com base nos seus
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fatores de viruléncia e forte associagdo com sitios doentes (Hajishengallis, 2014). No
presente estudo, T. forsythia e T. denticola foram identificadas respectivamente, em
16 e 11 bovinos com lesbes periodontais, e P. gingivalis ndo foi identificada em
nenhum animal. No entanto, na analise estatistica apenas T. denticola mostrou forte
associacdo com a periodontite. A presenca deste microrganismo € frequentemente
associada com o aumento na severidade da periodontite em humanos e caes. Em
estudos quantitativos sobre a microflora oral humana, T. denticola quando prevalente
e em altos niveis na periodontite severa, desempenha um papel importante na
progresséo da doenga (Fenno e McBride, 1998).

Dentre os pigmentados de preto avaliados neste estudo, P. asaccharolytica, P.
endodontalis, P. buccae, P. intermedia, P. melaninogenica, P. nigrescens e P. oralis
mostraram associacdo com a periodontite bovina. P. intermedia, P. nigrescens e P.
melaninogenica ja foram isolados de sitios periodontalmente sadios, e suas
populacbes e ocorréncias sao significativamente maiores em pacientes e sitios
periodontais apresentando perda de insercdo conjuntiva (Darout, 2014; Dahlén et al.,
2014; Amaliya et al., 2015). P. oralis é associada com a doenca periodontal e bolsas
periodontais profundas (Nadkarni et al.,, 2012). Em cées, Prevotella buccae é
significativamente mais frequente em sitios com periodontite do que em sadios
(Forsblom et al., 1997).

P. endodontalis, também um importante patégeno periodontal, dificilmente
cresce em meio de cultura e por isso raramente é reportado em estudos baseados em
cultivo, mas é um micro-organismo frequentemente associado com a periodontite
humana (Lillo et al., 2004). J4 P. asaccharolytica é relatada como um micro-organismo
gue nao é capaz de colonizar bolsas periodontais (Haffajee e Socranksy, 1994). No
entanto, no presente estudo os dois micro-organismos mostraram uma clara
associacado com a periodontite bovina.

A. naeslundii, T. pectinovorum e E. faecium também revelaram associacao com
a enfermidade. Actinomycetes séo frequentemente isolados de infeccbes orais e ja
foram identificados em ovinos com “broken-mouth” (McCourtie et al., 1989). A.
naeslundii ja foi identificado em casos de osteomielite em humanos (Gaetti-Jardim Jr.
et al.,, 2010) e em macacos com periodontite (Gaetti-Jardim Jr. et al., 2012). T.

pectinovorum foi detectado em pacientes com periodontite (Willis et al., 1999) e em
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maiores propor¢oes em caes com peridontite do que em animais sadios (Riviere et al.,
1996). Em humanos, a deteccédo de bactérias entéricas em bolsas periodontais parece
ser inversamente proporcional a presenca de periodontopatégenos anaerobios
(Botero et al., 2007). No entanto, esse fendbmeno néo foi observado no presente
estudo, e E. faecium mostrou associacdo com as lesdes periodontais bovinas.

Inter-relacdes simbioticas, antagonistas e comensais provavelmente ocorrem
entre 0s varios micro-organismos habitantes das bolsas periodontais e possuem um
papel importante na determinacdo da composi¢cao microbiana subgengival do biofilme
e do status clinico periodontal. Investigacdes prévias das intera¢cdes microbianas por
cultivo na periodontite humana eram limitadas pelo pequeno nimero de pacientes e
micro-organismos estudados (Rams et al., 1997).

A analise da frequéncia de deteccdo dos diferentes micro-organismos
estudados sugere associagdes entre os membros do biofilme subgengival de bovinos.
Nesse sentido, F. necrophorum parece ter co-ocorréncia com E. corrodens (indice de
correlacao - 1C=0,43) e P. endodontalis (IC=0,45), enquanto F. nucleatum estabelece
associacdes com P. loescheii (IC=0,29). Associacdes entre as diferentes espécies de
pigmentados de preto também foram observadas, merecendo destaque P.
asaccharolytica e P. buccae (IC=0,50), P. endodontalis e P. melaninogenica (IC=0,44),
P. nigrescens e P. loescheii (IC=0,40), P. buccae e P. oralis (IC=0,45), embora
correlagBes positivas tenham sido encontradas entre outros anaerébios estudados
(Tabela 2). Assim, os resultados contribuem significativamente para o entendimento
de algumas das complexas inter-relacdes ecoldgicas que ocorrem entre 0S micro-
organismos habitantes das bolsas periodontais em bovinos.

Com base no conhecimento atual € possivel inferir que ha semelhancas nas
espécies de bactérias que atuam nas periodontites, tanto em humanos quanto em
cées, gatos e ovinos. Da mesma forma, existem diferencas na composicdo da
microbiota entre as espécies animais e nas diversas apresentacfes clinicas e
situacdes epidemioldgicas das periodontites.

No entanto, no que diz respeito a identificacdo das espécies de bactérias que
participam do processo em bovinos, pouco se conhece sobre quais sao as bactérias
associadas ao problema. Isso se deve ao fato de a periodontite bovina ser um

problema sanitario nao linear, que revela complexidades peculiares, pois ndo é pratica
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usual no meio produtivo realizar o exame clinico da cavidade oral dos animais, sao
poucos os trabalhos cientificos na area e os estudos bacteriol6gicos existentes foram
realizados sem o emprego das ferramentas e do conhecimento atual.

Por meio da PCR foi possivel estabelecer que Actinomyces naeslundii,
Enterococcus  faecium, Porphyromonas asaccharolytica, = Porphyromonas
endodontalis, Prevotella buccae, Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica,
Prevotella nigrescens, Prevotella oralis, Treponema denticola e Treponema
pectinovorum estdo associados a periodontite bovina cronica. Assim, os resultados
originais aqui apresentados contribuem de forma substancial na construgdo de um
dos fundamentos do postulado de Socransky, que séo a base para se estabelecer a
relacdo causal nas doencas periodontais e no desenvolvimento de medidas de

controle e profilaxia da doenca.
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Tabela 1

Espécies de 35 bactérias detectadas em amostras de lesdes periodontais de bovinos com
periodontite (n=26) e do sulco subgengival de animais periodontalmente sadios (n=25) pela reacéo
em cadeia da polimerase (PCR).

LesGes o .
. . Sitios sadios
Espécie perloiiontals (n=25) p
(n=26) N (%)
n (%)
Aggregactibater 0 0
actinomycetemcomitans
Actinomyces israelli 5(19,2) 4 (16) 0,7678
Actinomyces naeslundii 21 (80,7) 8 (32) 0,0002*
Actinomyces viscosus 0 0
Campylobacter spp. 3(11,5) 0 0,0082
Campylobacter curvus 0 0
Campylobacter rectus 2(7,7) 0 0,1634
Capnocytophaga ochracea 0 0
Capnocytophaga sputigena 0 0
Dialister pneumosintes 5(19,2) 7 (28) 0,4704
Eikenella corrodens 14 (53,4) 18 (72) 0,1871
Enterococcus faecalis 0 0
Enterobacteriaceae 0 0
Enterococcus faecium 5(19,2) 0 0,0206*
Fusobacterium necrophorum 21 (80,7) 17 (68) 0,3050
Fusobacterium nucleatum 25 (96,2) 21 (84) 0,1503
Porphyromonas asaccharolytica 14 (53,8) 0 0,000003*
Porphyromonas endodontalis 21 (80,7) 10 (40) 0,002306*
Porphyromonas gingivalis 0 0
Porphyromonas gulae 0 0
Prevotella buccae 12 (46,1) 2(8) 0,004277*
Prevotella intermedia 16 (61,5) 5 (20) 0,00204*
Prevotella loescheii 14 (53,8) 10 (40) 0,119970
Prevotella melaninogenica 19 (73,1) 5 (20) 0,00006*
Prevotella nigrescens 11 (42,3) 2(8) 0,00427*
Prevotella oralis 13 (50) 3(12) 0,00934*
Prevotella tannerae 0 0
Tannerella forsythia 16 (61,5) 10 (40) 0,12904
Treponema amylovorum 19 (73,1) 18 (72) 0,93304
Treponema denticola 11 (42,3) 2(8) 0,00427*
Treponema maltophilum 14 (53,8) 8 (32) 0,11997
Treponema medium 0 0
Treponema pectinovorum 16 (61,5) 2(8) 0,00001*
Treponema socranskii 0 0

Treponema vincentii 0 0




Tabela 2

indice de correlacdo entre micro-organismos identificados no biofilme subgengival de
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bovinos com periodontite e animais periodontalmente sadios obtido pelo teste de correlacdo

de Spearman

©
s L o -
Micro-organi % g % 3 3 3 é
ganismos < g § & § § .8 .g
§ = g & 5 @& & %
2 o o £ c K] S o
o a a o o — — =
A.naeslundii 0,45 - 0,33 - - 0,33 - 0,39
Campylobacter 041 - 043 0,30 - - 043 0,34
spp.
C. rectus 0,33 - 0,35 - - - 0,35 -
E. faecium 0,39 - - - - - 0,31
P. endodontalis - - - 0,35 0,29 0,34 0,38 0,34
P. buccae 0,50 - - - 0,28 - 0,28 -
P. intermedia - 0,35 - - 0,33 - - 0,38
P. loescheii - 0,29 0,31 - 0,40 - - -
P. melaninogenica 0,30 0,44 0,35 0,41 - 0,30 - 0,5
P. nigrescens - 0,29 0,28 0,33 - 0,30 0,28 0,5
P. oralis 0,40 - 0,45 - 0,35 0,44 - 0,5
T. forsythia - 0,34 - - 0,30 - - 0,31
T. denticola - - 0,28 - 0,28 0,39 0,39 0,42
T. maltophilum - 0,29 - - - - - 0,35
T. pectinovorum 0,31 0,34 - 0,38 05 0,31 042 -
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CAPITULO 5 - Les8es periodontais em bovinos abatidos no oeste da Escocia
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Short communication

A periodontite € uma infeccdo multifatorial provocada por um complexo de
espécies bacterianas que interagem com os tecidos e as células do hospedeiro e
causam a liberacdo de uma ampla gama mediadores inflamatérios, alguns dos quais
levam & destruicdo das estruturas periodontais, incluindo os tecidos de suporte do
dente, o osso alveolar e o ligamento periodontal (Holt e Ebersole 2005). Embora os
bovinos tenham uma importancia econémica mundial na industria de carne e leite, sua
denticdo nao foi tdo profundamente investigada como em outras espécies. Bovinos
sao difiodontes e hipsodontes e a sua denticdo permanente possui 32 dentes. Os
incisivos permanentes entram em erup¢do sequencialmente entre 1,5 e 4 anos de
idade. Todos os pré-molares permanentes e 0 segundo e terceiro molares entram em
erupcdo entre 1 e 3 anos de idade (Page e Schroeder 1982).

A doenca periodontal tem sido negligenciada por veterinarios e cientistas. No
Brasil, a doenca periodontal foi descrita em bovinos mantidos em areas onde o pasto
foi recentemente formado ou reformado nos biomas Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal
e Amazobnia (Ddbereiner e outros 2000). A doenca é caracterizada por uma peridontite
purulenta e progressiva, com formacdo de bolsa periodontal, desenvolvimento de
periostite ossificante crénica e em alguns casos doencas sistémicas. A raiz do dente
se torna exposta, com eventual perda do dente (D6bereiner e outros 1974). No Reino
Unido, os estudos sobre o assunto sdo escassos. De 501 cabecas de bovinos
examinadas em um abatedouro, apenas 15 (3%) tinham lesdes periodontais (Ingham
2001). Uma investigacdo recente conduzida na Universidade de Edimburgo, Reino

Unido, revelou diversos problemas dentarios em 11 vacas de leite descartadas, o que
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incluia periodontite (dentes deslocados e soltos), envolvendo principalmente os
dentes mastigatérios (Dr. Susan Kempson, comunicagdo pessoal). Apesar do
tamanho da amostra nesse estudo concluiu-se que o afrouxamento dos dentes era
resultado do estagio final da periodontite e sem duvida uma causa de dor significativa
e sofrimento aos animais acometidos.

O objetivo do presente estudo foi conduzir uma avaliagao preliminar da presenca
de lesBes periodontais em animais abatidos em um abatedouro local, de setembro a
novembro de 2015. Duzentas cabecas completas foram examinadas e o critério para
diagndstico da periodontite foi a presenca de recesséo gengival (isto €, a raiz do dente
era visivel na gengiva marginal) e a existéncia de bolsas periodontais (a distancia da
gengiva marginal até a base da bolsa periodontal, mensurada com uma sonda
periodontal universal) com profundidade superior a 5 mm. A sonda era inserida na
base da bolsa periodontal, aplicando-se pouca for¢a, e movida gentilmente ao redor
da superficie do dente e a profundidade da bolsa medida.

Das 200 cabecas, 24 (12%) possuiam lesdes periodontais. Apesar de o nivel de
insercdo da margem gengival ndo ter sido precisamente registrado, a distancia da
juncdo cemento-esmatlte até a base da bolsa periodontal excedeu 5 mm. Além do
mais, as bolsas profundas n&o pareceram ser acompanhadas de hiperplasia gengival.
Os animais tinham idade entre 18 e 197 meses; as principais ragas foram Holstein-
Friesian, Aberdeen Angus e Limousin. Apesar de ndo ser objetivo do trabalho avaliar
a prevaléncia em diferentes sistemas de producédo, dos 24 animais sete eram de
aptidao leiteira e 17 de corte.

Na tabela 1 observa-se a prevaléncia de lesGes periodontais em dentes incisivos
e mastigatérios. O namero de bolsas periodontais variou de 2 a 9 lesdes por animal.
Bolsas periodontais foram mais prevalentes entre o terceiro pré-molar e o primeiro
molar mandibular (58,3%), no terceiro pré-molar maxilar (50%), entre o terceiro pré-
molar e o primeiro molar maxilar (45,8%), no primeiro incisivo (41,7%) e no primeiro
molar maxilar (37,5%). Lesdes periodontais representativas observadas nos sitios
dentarios podem ser observadas na Figura 1.

A periodontite bovina ocorre em condi¢cbes epidemiologicas especificas e é
associada com a presenca de microbiota bacteriana anaerdbia (Ddbereiner e outros

2000, Borsanelli e outros 2015a, Borsanelli e outros 2015b), como previamente
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relatado na periodontite ovina (Frisken e outros 1989, Ismael e outros 1989, McCourtie
e outros 1990, Riggio e outros 2013) e equina (Kennedy e outros 2016). No presente
estudo, houve predominancia de lesdes nos dentes mastigatérios, com animais mais
velhos apresentando frequéncia maior de lesdes. Em humanos, o conceito de
periodontite como consequéncia inevitdvel da idade tem sido questionado e
provavelmente representa o efeito cumulativo da exposicdo prolongada aos
verdadeiros fatores de risco (Papapanou e outros 1991).

Embora o universo amostral do presente estudo seja limitado e inexistam
critérios para levantamentos epidemiolégicos dessa natureza em animais, 0S
resultados revelam a necessidade de considerar a variavel doenga periodontal no
contexto do bem-estar e da producdo animal. Por outro lado, a possibilidade de
levantamentos epidemiolégicos em abatedouros apresenta-se como uma ferramenta
mais proxima da real prevaléncia de doenca periodontal nos rebanhos do que a
percepcdo comum de que o problema inexiste ou ndo tem significado nas populacdes
de ruminantes. E provavel que a periodontite bovina tenha impacto no bem-estar dos
animais afetados, jA que pode ser uma condicdo cronica dolorosa que leva a
dificuldade de alimentacdo com consequente perda de condicdo corporal e peso,
aumento da suscetibilidade a doencas e produtividade reduzida. A dor oral pode ter
apenas efeitos sutis no comportamento dos bovinos, e assim a doenca dental é
facilmente ignorada ou ndo notada.

Os dados deste estudo sugerem que a periodontite pode ser a causa de perda
financeira e uma razdo para descarte de animais. Do ponto de vista veterinario, o
exame dos dentes de bovinos é uma parte essencial de qualquer investigacao clinica,
seja para estimar idade, seja como possivel causa de baixa produtividade. Dentes
funcionais sé@o essenciais para a saude bovina e a otimizacdo da produtividade.
Doencas dentarias devem sempre ser consideradas com sinais clinicos como perda
de peso ou reduzido ganho de peso, salivacdo ou perda de contetdo ruminal e
impactacéo de alimento na bochecha.

N&o foi possivel determinar por que os animais do estudo foram enviados para
0 abate, alguns eram animais terminados e outros animais descartados por baixa

performance. Este é o primeiro estudo a demonstrar que a periodontite ndo € incomum
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em bovinos abatidos no oeste da Escdcia e € claramente um problema de bovinos

negligenciado até o momento.
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TABELA 1. Localizag&o das lesdes periodontais em 24 dos 200 bovinos abatidos

no oeste da Escoécia

Lesdes Lesdes Lesdes Lesdes
Dentes maxilares bilaterais mandibulares bilaterais
N (%) N (%) N (%) N (%)
Primeiro incisivo - -- 10 (41,7%) 8 (33,3%)
Incisivos Segur‘ldo.int':igivo -- -- 8 (33,3%) 5 (20,8%)
Terceiro incisivo -- -- 5 (20,8%) 2 (8,3%)
Quarto incisivo -- -- 1 (4,2%) 1 (4,2%)
PM1 0 0 0 0
PM1/PM2 1 (4,2%) 0 2 (8,3%) 0
PM2 4 (16,7%) 0 4 (16,7%) 1 (4,2%)
PM2/PM3 4 (16,7%) 0 5 (20,8%) 1 (4,2%)
Pré-molares PM3 12 (50%) 4 (16,7%) 2 (8,3%) 0
e molares* PM3/M1 11 (45,8%) 3 (12,5%) 14 (58,3%) 7 (29,2%)
M1 9 (37,5%) 3(12,5%) 3 (12,5%) 1 (4,2%)
M1/M2 6 (25%) 2 (8,3%) 3 (12,5%) 0
M2 4 (16,7%) 2 (8,3%) 2 (8,3%) 0
M2/M3 1 (4,2%) 0 0 0
M3 0 0 0 0

*PM1, primeiro pré-molar; PM2, segundo pré-molar; PM3, terceiro pré-molar; M1,

primeiro molar; M2, segundo molar; M3, terceiro molar.

Numero de bolsas periodontais por animal: 2 lesdes (4 animais); 3 lesées (4 animais);

4 lesdes (5 animais); 5 lesbess (2 animais); 6 lesdes (5 animais); 7 lesées (3 animais);

9 lesbes (1 animal).
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TABELA 2. Descricédo das racas, sexo e idade dos animais selecionados para o

estudo
Animal Raca Corte/Leite Sex Idade (meses)
1 Shorthorn Corte F 108
2 Shorthorn Corte F 128
3 Shorthorn Corte F 96
4 Shorthorn Corte F 120
5 Holstein Friesian Leite F 78
6 Limousin Corte F 72
7 Limousin Corte F 65
8 Aberdeen Angus Corte F 124
9 Aberdeen Angus Corte F 22
10 Limousin Corte M 18
11 British Blue Corte F 27
12 Hosltein Friesian Leite F 117
13 Holstein Friesian Leite F 29
14 British Friesian Leite F 114
15 Aberdeen Angus Corte F 18
16 Belted Galloway Corte M 30
17 Beef Shorthorn Corte M 29
18 Limousin Corte F 138
19 Bealgian Blue Corte F 108
20 Limousin Corte F 149
21 Holstein Friesian Leite F 117
22 Holstein Friesian Leite F 135
23 Holstein Friesian Leite F 130
24 Aberdeen Angus Corte F 197
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Figura 1. A: Presenca de recessdo gengival com exposicdo de raiz e bolsa periodontal com
profundidade superior a 10 mm entre o terceiro pré-molar e o primeiro molar maxilares em uma fémea
Aberdeen Angus de 2 anos de idade. B: Presenca de recessdo gengival com exposicdo de furca e
bolsa periodontal com profundidade superior a 10 mm no segundo molar maxilar esquerdo em uma
fémea Holstein Friesian de 11 anos.
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Resumo

A periodontite bovina é um processo infeccioso e purulento progressivo que
provoca alteragcdes cumulativas que sao facilmente observadas em animais abatidos.
A etiopatogenia da doenca nao € totalmente compreendida, e os fatores de risco ainda
sdo desconhecidos. Este estudo teve como objetivo identificar possiveis fatores de
risco associados ao desenvolvimento da doenca. De 250 bovinos examinados em um
abatedouro no Oeste da Escocia, 35 arcadas dentarias com lesGes periodontais e 40
consideradas periodontalmente sadias foram selecionadas. A andlise de regresséo
logistica foi utilizada para avaliar a associagéo entre as variaveis independentes, sexo,
idade e raga e a periodontite. Observou-se maior ocorréncia de lesdes periodontais
entre o terceiro pré-molar e o primeiro molar mandibular esquerdo (40%). A idade dos
animais foi significativamente associada a presenca de lesbes periodontais. Para cada
ano de idade, um bovino tem 1,53 vezes a chance de desenvolver periodontite
(p<0,001). A variavel sexo ndo se mostrou significativamente associada a periodontite
(p=0,887). Em relacao a aptidao racial, os animais de corte apresentaram 0,36 vezes
chances de desenvolver periodontite do que animais de aptidao leiteira, mas sem
significancia estatistica (p=0,054). A andlise de regressao logistica demonstrou que
as lesbes periodontais sdo mais prevalentes com o aumento da idade dos animais.
Suspeita-se que o aumento da idade possa néo representar um fator de risco direto
para o desenvolvimento da periodontite bovina, mas possa simplesmente refletir a
exposicao cumulativa ao longo do tempo aos fatores de risco ambientais.

Introducéo

7

Periodontite € uma doenca inflamatoria resultante de uma disbiose na
microbiota bacteriana, com impacto negativo na saude sistémica (Hajishengallis

2015). Como infecgao polimicrobiana, a sua etiologia e patogénese estéo associadas
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a presenca de biofilme subgengival e patégenos periodontais putativos (Genco &
Borgnakke 2013). Geralmente de evolucdo crénica, € uma enfermidade multifatorial
gue compartilha fatores etioldgicos comuns no homem (Albandar 2005) e em outros
animais (Page & Schroeder 1982). Na bovinocultura a complexidade do seu
diagndstico nos rebanhos dificulta a realizacdo de levantamentos epidemiolégicos e
avaliacdo dos possiveis fatores de risco envolvidos.

A periodontite acomete diversas espécies, incluindo caes (Peddle et al. 2009),
gatos (Booij-Vrieling et al. 2010), ovinos (Frisken et al. 1989; Ismael et al. 1989;
McCourtie et al. 1990; Riggio et al. 2013), equinos (Kennedy et al. 2016) e 0 homem
(Albandar 2005).

Em bovinos criados extensivamente, a alta ocorréncia da periodontite foi
descrita em bezerros na década de 1960 no Brasil, associada a criacdo de bovinos
em pastagens recém-formadas em areas nativas de florestas e cerrado (Ddbereiner
et al. 1974, Dbbereiner et al. 2000). Surtos com elevada prevaléncia ocorrem quando
da reforma de pastos em areas anteriormente endémicas (Dutra et al. 1993; Dutra et
al. 2000). Na Europa e nos Estados Unidos, a ocorréncia de periodontite bovina foi
relatada entre as patologias dentarias de animais de producgéo (Ingham 2001; Fadden
et al. 2015).

Atencao significativa e recursos financeiros sao investidos em eficiéncia
reprodutiva, salude podal, qualidade do leite e condi¢do corporal em rebanhos bovinos,
mas a saude dental raramente é considerada. Isso € peculiar, considerando-se que a
importancia da mastigacao e digestao para ganho de peso e producao de leite € bem
conhecida e que a baixa produtividade é a principal causa de descarte de animais do
rebanho (Bascom e Young, 1998). Apesar de provavelmente ser subestimada, a
periodontite € uma condicdo crénica dolorosa que pode resultar na dificuldade de
mastigagao e ruminagao, com reflexos negativos na eficiéncia produtiva do gado de
leite e corte.

Nas doencas periodontais, os estudos epidemiolégicos sdo conduzidos para
descrever o status sanitario de populacdes, elucidar a etiologia das doencas,
identificar os fatores de risco, prevenir a sua ocorréncia e dar suporte as medidas de

prevencéao e controle (Albandar 2005). Nesse contexto, o presente estudo foi realizado
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com objetivo de avaliar alguns possiveis fatores de risco associados a ocorréncia de
lesbes periodontais em bovinos abatidos no oeste da Escdcia.

Materiais e métodos

De 250 bovinos examinados apds o abate em um frigorifico no oeste da
Escdcia, no periodo de setembro a novembro de 2015, foram selecionadas 35 arcadas
dentarias com lesBes periodontais e 40 considerados periodontalmente saudaveis
para efeitos do estudo. Les&o periodontal foi considerada quando da presenca de
recessao gengival evidente visualmente e/ou a existéncia de bolsa periodontal maior
gue 5 mm a sondagem (sonda universal) em pelo menos um dente incisivo ou
mastigatorio. Os dados relacionados as lesdes periodontais foram anotados em
odontograma desenvolvido para o estudo, assim como 0 sexo, a raga e a idade,
presentes no passaporte dos animais.

A analise de regressao logistica foi realizada de forma a investigar a associa¢ao
entre variaveis independentes (idade, sexo e aptiddo racial) e a presenca de
periodontite através do software Minitab 17. As taxas de probabilidade (odds ratio)
com os limites inferior e superior de confianca de 95% (intervalo de confianga) também
foram calculadas. Diferencas mostrando um nivel de probabilidade com p<0,05 foram

consideradas estatisticamente significativas.
Resultados

A idade média dos 75 bovinos considerados no presente estudo foi de 63,6
meses, com variagdo de 16 a 197 meses. A idade média dos animais com periodontite
foi de 88,5 meses, com variacdo de 17,9 a 196 meses. Destes, 66 eram fémeas e 9
machos (Tabela 1). Uma variada gama de racas foi identificada e as mais prevalentes
foram Limousin, Holstein Friesian e Aberdeen Angus (Tabela 1). Para a analise
estatistica, os 75 animais foram agrupados em duas categorias, aptidao leiteira (n=20)
ou de corte (n=55).

A maior frequéncia de lesbes periodontais nos dentes incisivos e mastigatorios
dos 35 bovinos foi observada entre o terceiro pré-molar e o primeiro molar mandibular
esquerdo (Tabela 2 e Figura 1).

O grau de risco entre a variavel dependente (periodontite) e os fatores

suspeitos avaliados (idade, sexo e aptidao racial), analisado pela regresséo logistica,
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indicou que a idade dos animais teve associagao significativa com a presenca de lesao
periodontal. Assim, para cada ano de idade um bovino tem 1,53 vezes chances de
desenvolver periodontite (Intervalo de confianca de 95%: 1,26 a 1,86; p<0,001).

A variavel sexo ndo se mostrou significativamente associada a periodontite
(p=0,887) e portanto, ndo pode ser considerada como um fator de risco para o
desenvolvimento da enfermidade. Em relacdo a variavel aptidao racial, os animais de
corte tém 0,36 mais chances de desenvolver periodontite do que animais de aptidao
leiteira. No entanto, como é pouco significativo (p=0,054), ndo pode ser considerado

como um fator de risco para o desenvolvimento da periodontite.
Discusséo

Observa-se pela ocorréncia de lesdes em 35 animais abatidos que é
equivocada a percepcado comum de proprietarios rurais e médicos veterinarios de que
a periodontite bovina seria um processo sem significado econémico e sanitario. Nesse
contexto, levantamentos epidemioldgicos de doencas periodontais nas populacoes
humanas definem n&o somente o status populacional das enfermidades como
também auxiliam no reconhecimento dos seus fatores de risco (Albandar 2002).

A ocorréncia de problemas dentarios em animais de producao, e entre eles as
lesBes periodontais, foi registrada em ovinos na Escoécia (Aitchison & Spence 1984) e
na Nova Zelandia (Bruere et al. 1979) e em bovinos no norte da Inglaterra (Ingham
2001), nos Estados Unidos (Fadden et al. 2015), no Brasil (Débereiner et al. 2000) e
no oeste da Escocia (Borsanelli et al. 2016). Nesse contexto, o presente estudo
evidencia um problema de ocorréncia natural em rebanhos bovinos de corte e leite,
com o comprometimento uni ou bilateral dos dentes mastigatorios que pode afetar
animais de ambos os sexos e diferentes idades. Embora ndo quantificados,
certamente a ocorréncia da periodontite interfere na producdo e no bem-estar dos
animais.

A periodontite bovina é um processo infeccioso purulento e progressivo que
provoca alteracbes cumulativas possiveis de serem avaliadas em animais abatidos
em frigorificos. Assim, as lesdes periodontais que se sucedem ao longo da vida
produtiva dos animais podem ser caracterizadas pela formagé&o de bolsa periodontal,
recessao gengival, mobilidade, perda de insercéo clinica e esfoliacdo prematura dos

dentes. A ocorréncia natural da enfermidade em rebanhos bovinos criados
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extensivamente em biomas tropicais no Brasil tem efeitos draméticos na saude animal
(Dobereiner et al. 2000), com a participacdo de patdgenos periodontais potenciais
(Blobel et al. 1987; Dutra et al. 2000; Borsanelli et al. 2015a, Borsanelli et al. 2015b).

Dobereiner et al. (1974) relataram que a lesédo periodontal ocorre geralmente
entre o segundo e terceiro pré-molares deciduos maxilares, quando os animais sédo
jovens. Com a evolucdo do processo ocorre exposi¢cao da raiz, afrouxamento e até
perda dos dentes. No presente estudo, a maior frequéncia de bolsas periodontais foi
encontrada entre o terceiro pré-molar e o primeiro molar mandibular esquerdo (40%),
entre o terceiro pré-molar e o primeiro molar maxilar direito (28,6%), no terceiro pré-
molar maxilar esquerdo (28,6%) e no primeiro incisivo direito (28,6%). A diferenga na
localizac&o das lesdes pode ser explicada pela idade média dos animais (5,04 anos)
neste estudo e outros possiveis fatores de risco ndo avaliados nesta oportunidade,
como por exemplo a dieta dos animais.

As doencas periodontais destrutivas sédo o oposto de muitas outras doencgas
inflamatorias cronicas, pois a presenca de agentes infecciosos por si s6 ndo é capaz
de ocasionar a perda de tecidos periodontais. Em humanos, alguns estudos
logitudinais em adolescentes e adultos confirmaram a existéncia de subgrupos com
predisposi¢des de risco a progressdo da doenca. Estas descobertas sugerem que a
atividade da doenca periodontal ndo é linearmente continua e que ha fatores que
afetam a sua previsibilidade, e é preciso identifica-los (Albandar 2002).

Fatores de risco podem ser definidos como caracteristicas distintivas ou
exposicdes que aumentam a probabilidade de desenvolver periodontite, ou levar a
uma mudanca mensuravel (prejuizo) no estado dos tecidos periodontais de suporte
(Albandar 2002). Na periodontite humana sdo reconhecidos alguns fatores de risco
como idade, sexo, racaletnia, tabagismo, obesidade, diabetes e
osteopenia/osteoporose. A etiopatogénese da periodontite bovina ndo €
completamente elucidada e portanto os fatores de risco ainda séo desconhecidos. O
presente estudo teve como obijetivo identificar possiveis fatores de risco associados
ao desenvolvimento da periodontite bovina. Para avaliar a associagcao entre a
periodontite e as variaveis independentes sexo, idade e aptidao racial utilizou-se a

analise de regresséo logistica.
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N&o existe diferenca estabelecida entre homens e mulheres na suscetibilidade
a periodontite, embora homens tenham demonstrado pior saude periodontal que as
mulheres em varios estudos de diferentes populacdes (Okamoto et al. 1988, Albandar
2002). Essa diferenca tem sido considerada como um reflexo de melhores praticas de
higiene bucal e/ou aumento na utilizacao de servicos odontoldgicos entre as mulheres
(Dunlop et al. 2002; Roberts-Thomson & Stewart, 2003).

Ao avaliar a relacdo entre género, peso e idade na evolucdo da doenca
periodontal em cdées, Carreira et al. (2015) concluiram que ndo ha diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao género. O mesmo foi observado no
presente estudo, no qual a varidvel sexo ndo se mostrou significativamente associada
a periodontite (p=0,887) e, portanto, ndo se classifica como um fator de risco para o
desenvolvimento da enfermidade. Por outro lado, a periodontite € uma infeccéo
bacteriana determinada em grande parte pela resposta imunoinflamatéria do
hospedeiro ao desafio bacteriano. Embora diferencas especificas entre 0os sexos
nessas respostas ainda nédo tenham sido totalmente demonstradas, é biologicamente
plausivel que tais diferencas possam de fato existir.

Em nenhum estudo foi investigada a associacéo da aptidao racial (corte e leite)
com a periodontite em bovinos ou outra espécie de ruminante. Na analise de
regressao logistica, essas variaveis apresentaram resultados pouco significativos
(p=0,054) e portanto, ndo podem ser considerados como um fator de risco para
desenvolvimento da periodontite.

Os resultados mostraram que apenas a idade foi estatisticamente significativa
(p<0,001) na periodontite bovina. Assim, para cada ano de idade, um bovino tem 1,53
vezes chances de desenvolver periodontite (Intervalo de confianca de 95%: 1,26 a
1,86).

O efeito da idade sobre a ocorréncia de periodontitite, como neste estudo, foi
observada por Carreira et al. (2015) em caes, onde os mais velhos apresentaram
estagios mais avancados de periodontite. Em humanos, ha evidéncias de que a
prevaléncia e a gravidade da periodontite aumentam com a idade, sugerindo que esta
possa ser um fator de risco para a enfermidade (Johnson 1989; Burt 1994). No

entanto, o conceito de periodontite como uma consequéncia inevitavel da idade tem
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sido questionado, e o “efeito idade” provavelmente representa o efeito cumulativo da
exposicao prolongada a verdadeiros fatores de risco (Papapanou et al. 1991).

E provavel que a periodontite bovina tenha um impacto significativo sobre o
bem-estar dos animais afetados, ja que pode ser uma condicdo dolorosa cronica,
levando a dificuldade de alimentacéo, com a consequente perda de condigédo corporal
e peso, aumento na susceptibilidade a doencas e diminuicdo da produtividade. A dor
pode ter apenas efeitos sutis sobre o0 comportamento do gado, e assim, a enfermidade
é facilmente ignorada ou negligenciada. No presente estudo, foi possivel elucidar que
a maior frequéncia de lesdes periodontais em bovinos acontecem entre o terceiro pré-
molar e o primeiro molar e portanto, para serem observadas faz-se necessario o
exame da cavidade oral. Através da analise de regressao logistica demonstrou-se que
as lesdes da periodontite estdo mais presentes com a evolucédo da idade dos bovinos,
mas suspeita-se que ndo a idade nao constitui em fator de risco para o

desenvolvimento da periodontite bovina.
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Distribuicdo de racas e sexo de 75 bovinos com lesGes periodontais (n=35) e
periodontalmente considerados saudaveis (n=40) e selecionados dentre 250 abatidos
em frigorifico no oeste da Escocia

Raca

Periodontite

(n=35)

Sadios
(n=40)

M

F

M

Total

Limousin
Holstein Friesian
Aberdeen Angus
British Friesian
Simmental
Shorthorn
Belgian Blue
British Blue
Charolais

Belted Galloway
Blonde D" Aquitaine
Highland
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Tabela 2

Localizacao das lesGes periodontais nos dentes incisivos, pré-molares e molares de
35 bovinos de um total de 250 abatidos e examinados no oeste da Escocia

Maxilar Mandibula
Dentes o L
Direita Esquerda Direita Esquerda
Primeiro incisive - - 10 8
. Segundo incisive - - 5 6
Incisivos Terceiro incisive - - 3 3
Quarto incisive - - 1 1
PM1 1 1 0 1
PM1/PM2 1 0 0 2
PM2 4 1 2 3
PM2/PM3 3 1 1 3
. PM3 7 10 3 2
Pre-mlolare*s PM3/M1 10 7 14 8
€ molares M1 7 6 2 2
M1/M2 4 1 1 1
M2 4 5 0 2
M2/M3 3 1 1 0
M3 0 1 1 2

*PM1 — primeiro pré-molar, PM2 — segundo pré-molar, PM3 — terceiro pré-molar, M1 — primeiro molar, M2 —
segundo molar e M3 — terceiro molar
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Figura 1

Frequéncia e localizacao de lesbes periodontais em 35 bovinos de diferentes racgas e
idades abatidos no oeste da Escécia
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*PM1 — primeiro pré-molar, PM2 — segundo pré-molar, PM3 — terceiro pré-molar, M1 — primeiro molar, M2 —
segundo molar e M3 — terceiro molar, 11 — primeiro incisivo, 2| — segundo incisivo, 3l — terceiro incisivo, 41 — quarto
incisivo.
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Resumo

A periodontite € uma enfermidade infecciosa que tem impacto na saude, na
producado e no bem-estar de ruminantes. Geralmente de curso crénico, € um processo
infeccioso purulento e progressivo que provoca alteracbes cumulativas que se
sucedem ao longo da vida dos animais. Bactérias sdo consideradas importantes
agentes causadores da doenca periodontal em humanos, caes e gatos, e € altamente
provavel que elas desempenhem um papel crucial na patogénese da periodontite
bovina. O objetivo do presente estudo foi determinar os perfis microbianos associados
a cavidade oral bovina saudavel e a periodontite bovina pelo sequenciamento de alto
rendimento do gene 16S rRNA bacteriano. Amostras de biofilme subgengival de 40
bovinos com periodontite e de 38 periodontalmente sadios foram coletadas. O DNA
foi extraido das amostras, a regido V3-V4 do gene 16S rRNA bacteriano amplificada
por PCR e os amplicons sequenciados na plataforma Illumina MiSeq. Amostras de
animais sadios mostraram menos variabilidade no nimero de unidades taxondmicas
operacionais (OTUs) quando comparadas com as amostras de animais com
periodontite. Em média, as amostras de bovinos sadios abrigaram 238 OTUs (desvio
padrao 158, variacdo de 66-689), enquanto amostras de animais com periodontite
continham 245 OTUs (desvio padrdo 114, variacdo de 79-577). As taxa mais
discriminativas nas amostras de animais sadios foram Gastranaerophilus, Planifilus,
Burkholderia e Arcobacter. J& nos animais com periodontite, 0S micro-organismos
mais prevalentes foram Elusimicrobia, Synergista, Propionivibrio, Fusobacteria,
Wolinella, Porphyromonas, Candidatus, Prevotella, Firmicutes (n&o cultivavel),
Bacteroides e Treponema. Em conclusdo, os dois grupos de bovinos avaliados
abrigaram perfis microbianos distintos, sendo que as amostras de bovinos afetados
periodontalmente foram mais diversas em micro-organismos do que as de bovinos
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sadios. Nesse contexto, os componentes principais da homeostase bacteriana no
biofilme de sitios sadios e a disbiose nas lesdes periodontais fornecem indicadores
inéditos para e evolucdo do conhecimento sobre a periodontite bovina.

Palavras-chave: doenca periodontal, bovinos, sequenciamento de alto rendimento
Introducéo

A periodontite é uma enfermidade infecciosa que tem impacto na saude, na
producado e no bem-estar de ruminantes. Geralmente de curso cronico, € um processo
infeccioso purulento e progressivo que provoca alteragbes cumulativas que se
sucedem ao longo da vida dos animais e podem ser caracterizadas por formacao de
bolsa periodontal, recessdo gengival, mobilidade, perda de insercdo clinica e
esfoliacdo prematura dos dentes (Page e Schroeder 1976, Dobereiner et al. 2000).

A ocorréncia natural de lesdes periodontais em ovinos e bovinos foi registrada
na Escocia (Aitchison & Spence 1984), na Nova Zelandia (Bruére et al. 1979), na
Inglaterra (Ingham 2001), nos Estados Unidos (Fadden et al. 2015), na Escocia
(Borsanelli et al. 2016) e no Brasil (Dobereiner et al. 2000).

Bactérias sdo consideradas importantes na patogénese da doenca periodontal
em humanos, cées e gatos, e é altamente provavel que elas desempenham um papel
crucial na patogénese da periodontite bovina. A ocorréncia natural da enfermidade em
rebanhos bovinos criados extensivamente em biomas tropicais no Brasil tem efeitos
draméticos na saude animal (Dobereiner et al. 2000) e a participacdo de alguns
patégenos periodontais potenciais nas lesées da doenca € reconhecida (Blobel et al.
1987; Dutra et al. 2000; Borsanelli et al. 2015a, Borsanelli et al. 2015b).

Uma etapa essencial para a compreensao sobre a participacdo de bactérias na
periodontite é a determinacdo da sua composi¢ao qualitativa e quantitativa no sulco
gengival e na bolsa periodontal. Estudos em humanos e outras espécies animais
estimaram que cerca de 50% das bactérias ndo podem ser cultivadas por abordagens
convencionais devido as suas exigéncias nutricionais para crescimento in vitro,
portanto, 0 niumero e a variedade de espécies bacterianas presentes no microbioma
oral seriam subestimados (Socransky e Haffajee 2005).

Na atualidade, é possivel determinar quase toda a comunidade de bactérias,
tanto comensais quanto as potencialmente patogénicas, que habitam a cavidade oral

bovina, tanto na saude quanto na periodontite, utilizando-se de métodos
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independentes de cultura. Nesse sentido, na maioria dos estudos tém-se utilizado o
sequenciamento de Sanger para determinar as sequéncias de genes de 16S rRNA
bacteriano. Isso permite detectar ndo sO as espécies cultivaveis mas também
bactérias incultivaveis e também novas espécies que podem ser importantes na
patogénese da doenca. Este método ja foi utilizado para determinar as espécies
bacterianas presentes em lesdes periodontais em ovinos (Riggio et al. 2013), caes
(Riggio et al. 2011) e equinos (Kennedy et al. 2016).

O objetivo do presente estudo foi determinar os perfis microbianos associados
a cavidade oral bovina saudavel e a periodontite bovina pelo sequenciamento de alto
rendimento do gene 16S rRNA bacteriano. Esta abordagem proporciona precisao e
sensibilidade muito maiores e profundas do que a oferecida pelo sequenciamento de

Sanger na avaliacdo da composi¢do de comunidades microbianas complexas.
Materiais e métodos
Colheita das amostras

As amostras de biofilme subgengival foram coletadas em abatedouro proximo
a Glasgow, Escécia, no periodo de setembro a novembro de 2015. Foram examinadas
200 arcadas dentérias de bovinos, e o critério para o diagnéstico da periodontite foi a
presenca de retracdo gengival e a existéncia de bolsa periodontal maior que 5 mm de
profundidade. O biofilme subgengival foi coletado da bolsa periodontal de 40 bovinos
com periodontite e do sulco subgengival de 38 bovinos periodontalmente sadios com
0 auxilio de uma cureta estéril. Todas as amostras foram armazendas em eppendorf
contendo 250 uL de RNA Later e mantidas a temperatura de -20 °C até o

processamento.
Processamento das amostras e extracdo de DNA

As amostras de biofilme subgengival foram homogeneizadas por 30 segundos,
e um extrato de DNA bruto foi preparado de cada amostra por digestdo com proteinase
K (100 pg/mL) a 60 °C por 60 minutos, seguido de fervura por 10 minutos. A purificagéo
adicional de DNA foi realizada por meio da adi¢cdo de 150 uL de cada amostra com
200 uL de fenol saturado com Tris-HCL (pH 8.0), 250 uL de contas de vidro (0,1 mm)

suspensos em TE buffer e 200 pL de lise buffer. As amostras foram acondicionadas
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em um BioSpec Mini-Beadbeater por 2 minutos a 2.100 oscilagdes por minuto, e 0
DNA foi extraido com o AGOWA mag Mini DNA Isolation Kit (AGOWA, Berlim,

Alemanha).
Sequenciamento de alto rendimento

Para cada amostra, a regiao V3-V4 (que fornece uma boa cobertura e
resolucdo taxondmica) do gene 16S rRNA bacteriano foi gerada por PCR com
iniciadores 341F (CCTACGGGNGGCWGCAG) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT). Os iniciadores continham adaptadores Illumina e
uma chave de sequéncia de indice de amostra Unica de 8 nucleotideos. As bibliotecas
de amplicons foram reunidas em quantidades equimolares e purificadas utilizando o
lllustra™ GFXTM PCR DNA e o Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Eindhoven,
Holanda). A qualidade e o tamanho do amplicon foram analisados em Agilent 2100
Bioanalyzer (Santa Clara, CA, USA). A sequéncia de amplicons foi realizada na
plataforma Illumina MiSeq usando o v3 kit generating 2x 301 nucleotide reads
(Hlumina, San Diego, USA).

Analise estatistica

A diversidade (indice de diversidade de Shannon, Estimativa Chao-1 da riqueza
total de espécies) e as diferencas entre os perfis microbianos dos dois grupos pela
PERMANOVA, foram analisadas por meio do software Paleontological Statistics
(PAST; v3.02). A diferengca na diversidade dos géneros detectados nos animais
doentes e sadios foi comparada e analisada estatisticamente utilizando-se o teste de
Mann-Whitney U em SPSS (verséo 21.0).

Resultados

As andlises dos principais componentes revelaram claras diferencas entre o
microbioma oral de bovinos com periodontite e o dos periodontalmente sadios.
Amostras de animais sadios mostraram menos variabilidade no niumero de OTUs
gquando comparadas com as amostras de animais com periodontite. Os perfis
microbianos dos bovinos sadios foram estatisticamente menos diversos, tanto pela

riqgueza de espécies reais (numero de OTUs, Figura 1A), quanto pela riqgueza de
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espécies estimadas ou Chao-1 (Figura 1B) e pelo Index de diversidade de Shannon
(Figura 1C).

Em média, as amostras de bovinos sadios abrigaram 238 OTUs (Desvio padrao
158, variacao de 66-689), enquanto amostras de animais com periodontite continham
245 OTUs (Desvio padréo 114, variacao de 79-577).

As taxa mais discriminativas nas amostras de animais sadios foram
Gastranaerophilus, Planifilus, Burkholderia, Arcobacter, bactérias ndo cultivaveis do
rumen, Escherichia-Shigella, Pseudomonas e Actinobacteria. J& nos animais com
periodontite, 0s micro-organismos mais prevalentes foram Elusimicrobia, Synergista,
Propionivibrio, Fusobacteria, Wolinella, Porphyromonas, Candidatus, Prevotella,

Firmicutes (n&o cultivavel), Bacteroides e Treponema (Gréfico 1).
Discusséo

A periodontite € uma infeccdo multifatorial provocada por um complexo de
espécies bacterianas que interagem com os tecidos e as células do hospedeiro e
causam a liberacdo de uma ampla gama de citocinas, quimiocinas e mediadores
inflamatorios, alguns dos quais levam a destruicdo das estruturas periodontais,
incluindo os tecidos de suporte do dente, 0 0sso alveolar e o ligamento periodontal
(Holt e Ebersole 2005).

A cavidade oral abriga uma populacédo microbiana complexa, diversa e abundante
que possui um papel critico na saude e na doenca. Até o presente momento,
aproximadamente 700 espécies foram descritas na cavidade oral humana, das quais
aproximadamente 32% ainda nao foram cultivadas (Chen et al. 2010).

Dewhirst et al. (2010) identificaram, por meio do sequenciamento 16S rRNA, 1.179
sequéncias em amostras de biofilme subgengival de pacientes com periodontite e
periodontalmente sadios. Spirochaetes, Synergistetes e Bacteroidetes foram os filos
mais abundantes em pacientes humanos com periodontite, enquanto o filo
Proteobacteria foi encontrado em maior nivel em pacientes sadios (Griffen et al.,
2012). Apesar de o Human Oral Microbiom Database conter representantes de 13
filos bacterianos, 96% dos filotipos em nivel de espécies pertencem aos seis seguintes
filos: Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes e Fusobacteria
(Dewhirst et al., 2010).
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Kennedy et al. (2015) identificaram 1.308 unidades taxonOmicas operacionais
no microbioma oral de equinos. Os géneros Gemella e Actinobacillus foram os mais
abundantes nas amostras de animais periodontalmente sadios, enquanto, no grupo
de animais com periodontite predominaram os géneros Prevotella e Veilonella. Em
cées periodontalmente sadios, Dewhirst et al. (2012) identificaram 353 taxa
microbianas que foram divididas em 14 filos, 23 classes, 37 ordens e 148 géneros.
Em um estudo mais recente, Holcombe et al. (2014) avaliaram a colonizacdo da
superficie supragengival de dentes de caes e identificaram um total de 134 unidades
taxondbmicas operacionais em nivel de espécie, que foram distribuidas entre os
seguintes filos: Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria e
Fusobacteria.

Em gatos, Sturgeon et al. (2014) identificaram 10.177 unidades taxonémicas
operacionais no microbioma oral de animais sadios, representando 18 filos, dos quais
0s mais prevalentes foram Proteobacteria (75,2%), Bacteroidetes (9,3%), Firmicutes
(6,7%), Spirochaetes (1,8%), Fusobacteria (1,3%) e Actinobacteria (0,6%). Dentre os
géneros, se destacaram: Moraxella (10,9%), Thermomonas (6,9%), Neisseria (4,9%)
e Pasteurella (4,3%).

O presente estudo é o primeiro a utilizar sequenciamento de alto rendimento
dol16S rRNA para comparar as popula¢cdes bacterianas presentes na saude oral e na
periodontite bovina e revelou uma dissimilaridade estatisticamente significativa entre
as populacdes bacterianas encontradas nos animais periodontalmente sadios e nos
animais com periodontite. Nesse enfoque, representa um avancgo consideravel sobre
o que foi anteriormente documentado para a comunidade microbiana oral de bovinos.

Em animais sadios, os géneros Gastranaerophilus, Planifilus, Burkholderia e
Arcobacter foram os mais prevalentes, enquanto Elusimicrobia, Synergista e
Propionivibrio foram mais frequentes na microbiota oral de bovinos com periodontite.
No entanto, ha pouco conhecimento cientifico sobre esses micro-organismos.
Fusobacteria, Wolinella, Porphyromonas, Prevotella e Treponema também
apresentaram alta prevaléncia nas lesdes periodontais de bovinos (Gréfico 1).

O filo Fusobacteria, do qual sédo representantes micro-organismos do género
Fusobacterium, é reconhecido como parte da microbiota subgengival ha mais de 100

anos. Em bovinos, Fusobacterium nucleatum foi detectado em cultivos de lesdes da
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periodontite, identificado na ocasido por meio de suas caracteristicas morfo-tintoriais
e bioquimicas (Blobel et al., 1982; Botteon et al., 1993). Fusobacterium naviforme,
Fusobacterium necrophorum e F. nucleatum ja foram identificados em ovinos com
quadro de ‘broken mouth’ (McCourtie et al., 1989) e F. necrophorum em cabras com
periodontite (Suzuki et al. 2006).

O género Fusobacterium € um dos principais constituintes da microbiota oral
normal de gatos (Love et al. 1990), e diversas espécies do género, como F. alocis
(Hardham et al. 2005), Fusobacterium russi, Fusobacterium canifelinum (Dahlen et al.
2011) e F. nucleatum (Nishiyama et al. 2007), foram detectadas em cdes com e sem
periodontite.

O género Wolinella é composto por micro-organismos normalmente presentes
no liquido ruminal de bovinos e ja foi identificado na cavidade oral de cées e gatos.

Os micro-organismos pigmentados de preto dos géneros Porphyromonas e
Prevotella sdo patdgenos reconhecidos na periodontite humana e de animais.
Diversas espécies de Prevotella e Porphyromonas ja foram detectadas em casos de
periodontite crénica e no biofilme associado a gengivite e osteomielite em humanos
(Ashimoto et al. 1996, Mayanagi et al. 2004, Gaetti-Jardim Jr. et al. 2010). Diferentes
espécies de ambos os géneros foram identificadas em caes com periodontite, entre
elas Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gulae,
Porphyromonas cangingivalis, Porphyromonas denticanis, Porphyromonas salivosa,
Prevotella intermedia (Hardham et al. 2005, Nishiyama et al. 2007, Riggio et al. 2011),
enquanto Porphyromonas spp. e P. gulae (Booij-Vrieling et al. 2010) foram
identificadas em gatos com doenca periodontal. P. gingivalis e P. intermedia estao
frequentemente presentes em ovinos com periodontite (Duncan et al. 2003), além de
Porphyromonas asaccharolytica e Prevotella buccae (McCourtie et al. 1989).

Em bovinos, esses dois géneros parecem predominar nas lesdes de animais
com periodontite (Blobel et al., 1987, Botteon et al. 1993, Dutra et al. 1986, 2000). Ao
avaliar a presenca de espécies de Prevotella e Porphyromonas na microbiota de
bovinos com e sem periodontite, Borsanelli et al. (2015a) constataram que a
ocorréncia de P. asaccharolytica, P. endodontalis, P. buccae, P. intermedia, P.

melaninogenica e P. oralis esta associada a periodontite bovina.
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Ha uma variedade de estudos quantitativos e qualitativos que avaliaram as
espécies de Treponema envolvidas na periodontite humana ou em sitios sadios (Willis
et al. 1999, Sato e Kuramitsu 2000, Asai et al. 2002), assim como em caes com
periodontite (Riviere et al. 1996, Nordhoff et al. 2008). Treponema amylovorum,
Treponema denticola, Treponema maltophilum, Treponema medium e Treponema
pectinovorum foram identificadas em lesGes de ovinos com periodontite (Borsanelli et
al. 2016). Em bovinos, T. amylovorum, T. maltophilum e T. denticola foram detectadas
na microbiota de animais com periodontite. Este género também foi encontrado em
altos niveis em equinos com periodontite (Kennedy et al. 2016).

Dado que nenhum estudo anterior caracterizou a microbiota oral bovina em tal
detalhe, é altamente provavel que bactérias novas ou anteriormente néo
caracterizadas estejam presentes tanto na saude oral como na periodontite. Em
conclusédo, os dois grupos de bovinos avaliados abrigaram perfis microbianos
distintos, sendo que as amostras de bovinos afetados periodontalmente foram mais
diversas em micro-organismos do que as de bovinos sadios. Nesse contexto, 0s
componentes principais da homeostase bacteriana no biofilme de sitios sadios e a
disbiose nas les6es periodontais fornecem indicadores inéditos para e evolug¢do do
conhecimento sobre a periodontite bovina.
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Figura 1. Andlise da diversidade de perfis microbianos bovinos na salde e na doenca
periodontal. A: Riqueza observada de espécies ou numero de OTUs/amostra. B:
Riqueza de espécies estimada ou Chao-1. C: Indice de diversidade de Shannon
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Grafico 1. Visualizacdo das mais significativas taxa (género ou nivel maior) que
apresentaram diferencas significativas entre o microbioma de bovinos sadios
(vermelho) e com periodontite (azul)
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CAPITULO 8 — Consideracdes finais

Embora os bovinos tenham uma importancia econémica mundial na inddstria
de carne e leite, sua denticdo ndo foi tdo profundamente investigada como em outras
espécies e a doenca periodontal tem sido quase que negligenciada por médicos
veterinarios e cientistas.

Atencao significativa e recursos financeiros sao investidos em eficiéncia
reprodutiva, saude podal, qualidade do leite e condi¢édo corporal em rebanhos bovinos,
mas a saude dental raramente é considerada. Isso é peculiar, considerando-se que a
importancia da mastigacao e digestdo para ganho de peso e producao de leite € bem
conhecida e que a baixa produtividade é a principal causa de descarte de animais do
rebanho. Apesar de provavelmente ser subestimada, a periodontite € uma condicao
cronica dolorosa que pode resultar na dificuldade de mastigacdo e ruminagdo, com
reflexos negativos na eficiéncia produtiva do gado de leite e corte. A dor oral pode ter
apenas efeitos sutis no comportamento dos bovinos, e assim a doenca dental é
facilmente ignorada ou nao notada.

Estudos anteriores baseados no cultivo microbiolégico evidenciaram a
presenca de grupos especificos de bactérias Gram-negativas ndo esporuladas, com
predominancia de Bacteroides spp. pigmentados de preto e marrom, sacaroliticos e
nao sacaroliticos, de Bacteroides spp. ndo pigmentados e fermentativos e de
Fusobacterium nucleatum. No entanto, os autores relataram a dificuldade de
classificar os micro-organismos em nivel de espécie, a de manutencdo de amostras
como cultura pura e o fato de que, muitos dos isolados ndo apresentaram os perfis
microbiol6gicos semelhantes aos das espécies descritas na literatura.

O presente estudo foi realizado em duas etapas complementares: uma no
Brasil e outra na Escocia. Na proposta original foi possivel verificar pela PCR que a
ocorréncia de determinados periodontopatégenos reconhecidos na periodontite
humana estdo associados com a periodontite bovina, dentre eles algumas espécies
de pigmentados de preto dos géneros Porphyromonas e Prevotella e espiroquetas do
género Treponema. Assim, a presenca de Actinomyces naeslundii, Enterococcus
faecium, Porphyromonas asaccharolytica, Porphyromonas endodontalis, Prevotella

buccae, Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica, Prevotella nigrescens,
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Prevotella oralis, Treponema denticola e Treponema pectinovorum mostrou
associacao com as lesdes periodontais.

Em estudo realizado na Escoécia para verificar a ocorréncia de lesdes
periodontais em animais abatidos, foram examinadas 200 arcadas dentarias, das
quais 24 (12%) apresentaram lesdes periodontais nos dentes incisivos ou
mastigatorios. Os dados deste estudo sugerem que a periodontite pode ser a causa
de perda financeira e uma razao para descarte de animais na Escocia.

Do ponto de vista veterinario, o exame dos dentes de bovinos € uma parte
essencial de qualquer investigacdo clinica, seja para estimar idade, seja como
possivel causa de baixa produtividade. Dentes funcionais sdo essenciais para a saude
bovina e a otimizacdo da produtividade. Doencas dentarias devem sempre ser
consideradas com sinais clinicos como perda de peso ou reduzido ganho de peso,
salivacdo ou perda de contetdo ruminal e impactacao de alimento na bochecha.

Na oportunidade, os fatores de risco associados a doenca foram avaliados em
um universo de 250 animais abatidos, dos quais 35 apresentavam lesGes periodontais
e 40 eram periodontalmente sadios. Pela andlise de regresséo logistica foi avaliada a
associacao entre as variaveis independentes, sexo, idade e raca com periodontite. A
idade dos animais foi significativamente associada a presenca de lesdes periodontais.
Para cada ano de idade, um bovino tem 1,53 vezes chances de desenvolver
periodontite (p<0,001). A variavel sexo ndo se mostrou significativamente associada
a periodontite (p=0,887), enquanto os animais de corte tém 0,36 vezes a chance de
desenvolver a doencga quando comparados com os de aptidao leiteira.

A andlise de regressao logistica demonstrou que as lesdes periodontais sédo
mais prevalentes com o aumento da idade dos animais. No entanto, suspeita-se que
o aumento da idade possa nao representar um fator de risco direto para o
desenvolvimento da periodontite bovina, mas possa simplesmente refletir a exposicéo
cumulativa ao longo do tempo aos fatores de risco ambientais.

Uma etapa essencial para a compreensao sobre a participacdo de bactérias na
periodontite é a determinagdo da sua composi¢do qualitativa e quantitativa no sulco
gengival e na bolsa periodontal. Na atualidade, é possivel determinar quase toda a

comunidade de bactérias, tanto comensais quanto potencialmente patogénicas, que
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habitam a cavidade oral bovina, tanto na sadde quanto na periodontite, utilizando-se
de métodos independentes de cultura.

Na Escocia, amostras de biofilme subgengival de 40 bovinos com periodontite
e de 38 periodontalmente sadios foram coletadas e realizou-se o sequenciamento do
gene 16S rRNA. O presente estudo é o primeiro a utilizar o sequenciamento para
comparar as populacdes bacterianas presentes na saude oral e na periodontite bovina
e revelou uma dissimilaridade estatisticamente significativa entre as populacbes
bacterianas encontradas nos animais periodontalmente sadios e nos animais com
periodontite. Nesse enfoque, representa um avanco consideravel sobre o que foi
anteriormente documentado para a comunidade microbiana oral de bovinos.

Em animais sadios, os géneros Gastranaerophilus, Planifilus, Burkholderia e
Arcobacter foram os mais prevalentes, enquanto Elusimicrobia, Synergista e
Propionivibrio foram mais frequentes na microbiota oral de bovinos com periodontite.

Em conclusdo, os grupos bovinos avaliados abrigaram perfis microbianos
distintos, sendo que as amostras de bovinos afetados periodontalmente foram mais
diversas em micro-organismos do que as de bovinos sadios. Nesse contexto, 0s
componentes principais da homeostase bacteriana no biofilme de sitios sadios e a
disbiose nas les6es periodontais fornecem indicadores inéditos para e evolugcédo do
conhecimento sobre a periodontite bovina.



