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Biofilmes orais em bovinos e sua importancia na
doenca periodontal

Julia Rebecca Saraiva; Iveraldo S. Dutra

Resumo

A periodontite € uma enfermidade infecciosa multifatorial de importancia
econbmica e sanitaria em diversas espécies animais. Em bovinos, a doenca é
conhecida popularmente como “cara inchada” e afeta principalmente animais em fase
de denticdo. Durante as décadas de 1960 a 1980 incidiu severamente em rebanhos
bovinos principalmente em areas recém-formadas ou reformadas para pastejo,
ocorrendo em episodios e declinando naturalmente com o decorrer do tempo. A
presencga de micro-organismos periodontopatogénicos aliados a algum fator alimentar
determinante ou modificador torna-se imprescindivel para a ocorréncia da doenga. O
acumulo de bactérias na superficie dentaria leva a formacao da placa dental supra ou
subgengival, uma verdadeira comunidade bacteriana também conhecida como
biofiilme. O biofilme alberga inUmeras espécies bacterianas e dentre elas os
anaerobios estritos e facultativos que predominam na microbiota humana e animal
associadas a periodontite. Em humanos, as bactérias do complexo vermelho s&o
consideradas os principais periodontopatdogenos envolvidos na etiologia da doenca
periodontal. Em bovinos com “cara inchada” Porphyromonas spp., Prevotella spp.,,
Treponema spp., sao alguns dos micro-organismos detectados em bolsas
periodontais. Neste contexto, o presente trabalho objetiva enfocar a importancia da
presenca do biofilme oral em bovinos com a doenca periodontal. Foram utilizados um
total de 31 artigos, além do uso de capitulos de livros para complementar a reviséo.
Pode-se deduzir que a periodontite € uma enfermidade relativamente comum nos
rebanhos brasileiros sendo responsavel por grandes perdas econdémicas nas suas
formas endémicas e epidémicas. A caracterizagdo e analise da microbiota envolvida
da etiologia da periodontite sdo de importancia para se estabelecer a etiologia, o
tratamento e a profilaxia da doenga. Assim o biofime em homeostase favorece a
permanéncia desses periodontopatdogenos, enquanto que a sua disbiose esta
associada a periodontite. Podemos concluir que a periodontite € uma enfermidade
complexa decorrente do acumulo de biofilme bacteriano especifico no sulco gengival

dos animais.

Palavras-chaves: biofilme, bovino, calculo dental, periodontite, placa bacteriana



Introducgao

Os dentes apresentam uma superficie dura ndo descamativa favorecendo o
desenvolvimento de depodsitos bacterianos, o que significa que o acumulo e o
metabolismo de bactérias sobre as superficies dentarias sado considerados os
principais motivos para a ocorréncia de doengas periodontais, caries, gengivites e
estomatites (LANG; MOMBELLI; ATTSTROM, 2010). Quando ocorre o acumulo de
depdsitos bacterianos sobre os dentes, inicia-se resposta inflamatéria nos tecidos
gengivais locais de tal forma que quando removidos ocorre o0 desaparecimento dos
sinais clinicos (LOE et al., 1965; THEILADE et. al., 1966). Denomina-se placa dental
ou placa bacteriana o acumulo de bactérias na superficie dental, implicando um risco
a saude bucal e integridade dos dentes do individuo.

Segundo Wilderer & Charaklis (1989), a palavra biofilme descreve toda e qualquer
comunidade microbiana que se deposita em algum material duro ndo descamativo,
podendo associar-se a superficie do dente. Gristina (1987) e Marshall (1992)
descrevem que a formacgao dos biofilmes é consideravelmente rapida em sistemas
fluidos, uma vez que fontes de nutrientes sao fornecidas as bactérias facilitando a
multiplicagdo e adesdao das mesmas, e que ainda, os biofiimes protegem-nas dos
agentes antimicrobianos exigindo, assim, que seja feita a remog¢do mecanica para
gue se atinja sucesso no tratamento.

Estruturalmente, os biofiimes apresentam variagbes em seu arranjo e na
espessura dos micro-organismos aderidos, podendo apresentar-se em forma de
palicada, a qual prevalecem o0s cocos, bastonetes e bactérias filamentosas,
especialmente as Gram-negativas, e também em forma de espiga de milho, quando a
camada superficial € composta principalmente de alguns cocos e Gram-negativos
associados a micro-organismos filamentosos (LANG; MOMBELLI; ATTSTROM,
2010).

Embora diversas bactérias presentes no biofime n&o sejam efetivamente
patogénicas, a interacado entre elas influencia o processo da doenga por oferecerem
assisténcia aos micro-organismos patogénicos contidos no biofilme microbiano. O
que se pode inferir a partir disso € que esses supostos micro-organismos “comensais”
podem assegurar o potencial de viruléncia de outros micro-organismos justamente
por oferecer fatores defensivos e condicbes especificas para a permanéncia e
multiplicagdo de bactérias periodontopatogénicas (KINANE; BERGLUNDH; LINDHE,
2010).

As doencas periodontais sao infeccbes resultantes a partir de um desequilibrio

perante a presenga de micro-organismos que colonizam supra ou subgengivalmente
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a superficie dental. Normalmente a relagdo ecoldgica entre o hospedeiro e a

microbiota oral n&o apresenta disturbios, entretanto um subgrupo de espécies
bacterianas pode ser introduzido no local e apds multiplicarem-se ou apos exibirem
novas propriedades, passam a lesionar e provocar a destruicido do periodonto
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2010).

Essa transicdo que ocorre de saude para doenca periodontal € resultante de
alteragbes na simbiose da microbiota oral geralmente composta por micro-
organismos facultativos, para uma comunidade microbiana disbiodtica capacitada a
destruicdo do periodonto. O processo inflamatério altera a homeostase local e
estimula respostas imunes especificas do hospedeiro criando condigdes
condescendentes para o crescimento e multiplicagdo bacteriana (HAJISHENGALLIS,
2015).

A “cara inchada” dos bovinos caracteriza-se por ser uma periodontite purulenta
progressiva que resulta em formagao de bolsa periodontal, de forma que, em casos
mais avangados, o0s animais apresentam mal estado nutricional por nao se
alimentarem adequadamente, tornam-se suscetiveis a outras doengas e podem
morrer por inanicdo (DUTRA et al., 1986). A enfermidade ocorre em episodios,
declinando naturalmente em periodos variaveis e reincide em areas anteriormente
endémicas apods a reforma de pastagem ou quando os animais sdo alimentados com
forrageiras cultivadas em areas anteriormente endémicas para a doenca (DUTRA, et.
al., 1993). Inicialmente a ideia equivocada de que a “cara inchada” era causada por
deficiéncia ou desequilibrio mineral foi amplamente difundida, entretanto n&o ha
evidéncias que relacione essa enfermidade com deficiéncia mineral (DOBEREINER
et al., 2004).

As lesdes geralmente iniciam-se entre os segundos e terceiros pré-molares
maxilares, resultando em formacgdo de bolsa periodontal que acumulam restos
alimentares e material untuoso de mau cheiro, caracteristico do envolvimento de
bactérias anaerdbias Gram-negativas que podem ser isoladas a partir destas lesées.
A destruigdo dos alvéolos decorre do processo inflamatério na gengiva marginal, que
leva ao afrouxamento e perda dos dentes. Alguns animais acometidos apresentam
abaulamento facial justificando o nome popular da “cara inchada” (DOBEREINER et
al., 2004).

Bactérias anaerdbias sdo predominantes na microbiota de seres humanos com
periodontite (SOCRANSKY et al., 1998) e nos animais. Os estudos a respeito dos
aspectos bacteriolégicos da “cara inchada” dos bovinos demonstraram a natureza
infecciosa da doenca (DOBEREINER et al., 2004). O biofilme representa uma

verdadeira comunidade proporcionando a muitas bactérias condicbes adequadas
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para crescerem e colonizarem a estrutura dental. Além de formar um “escudo”

protetor contra micro-organismos competitivos, fatores ambientais (como mecanismos
de defesa do hospedeiro) e contra substancias que possuem potencial letal, o
biofiime também facilita a absor¢cdo e troca de nutrientes, além da excreg¢ao de
produtos metabdlicos potencialmente danosos bem como a otimizagao fisico-quimica
do ambiente (LANG; MOMBELLI; ATTSTROM, 2010). Pode-se deduzir que os
biofilmes orais possuem capacidade de albergar os micro-organismos causadores da
doenca periodontal, além de fornecer propriedades metabdlicas para a permanéncia,

multiplicagédo e crescimento das espécies bacterianas.

Com base no que foi anteriormente apresentado, o presente trabalho de revisdo
sistematica de literatura tem como objetivo enfatizar qual o papel do biofilme oral e

sua importancia em bovinos com periodontite.

Material e Métodos

O presente trabalho trata-se de uma revisao sistematica de literatura que teve
por objetivo analisar a importancia do biofilme oral em bovinos com periodontite. O
levantamento dos dados foi realizado no periodo de fevereiro a junho de 2016
utilizando como bancos de dados Google Académico, Portal de Periddicos da
Capes/Mec e PubMed. A pesquisa foi embasada na seguinte questdo: Qual a

importancia da presenca do biofilme oral em bovinos com periodontite?

Com base na pergunta utilizaram-se as seguintes palavras-chaves: periodontitis
in bovine e oral biofiim in animals. Com base nessas palavras-chaves foram
encontrados um total de 226 artigos, sendo selecionados com base na leitura de
resumos e o tema de interesse um total de 31 artigos. Alguns artigos foram
incorporados a partir da bibliografia dos selecionados e apds terem sidos encontrados

pelos bancos de dados e analisados foram incluidos na revisao.

Para complementar a revisdo também foi realizada uma busca sistematica nos
seguintes livros: Tratado de Periodontia Clinica e Implantologia Oral (LINDHE, LANG,
KARRING, 2010); Doenga dos Ruminantes e Equideos, 22 edigao (RIET-CORREA, F.
et al.; 2001).

Nao foi realizado critério de exclusdo por tempo na busca com o intuito de
obter maior abrangéncia e atualizagao de informacdes relacionadas a importancia do
biofiime oral em bovinos com doencga periodontal. Sendo assim, o periodo de
abrangéncia foi entre 1960 a 2015.



Resultados e Discussao

A doenga periodontal ja foi descrita em diversas espécies e comumente afeta
animais adultos (MIKKELSEN et al., 2008), sendo que em céaes € considerada uma
doenca da civilizac&o, pois caes submetidos ao regime de domesticagcéo apresentam
quadros mais severos de periodontite (HARVEY, 1998). Também ja foi descrita em
animais selvagens, em cativeiro ou vida livre (MIKKELSEN et al., 2008), em bovinos,
ovinos, caprinos e felinos.

Em diversos paises como Nova Zelandia e Reino Unido relata-se a ocorréncia
de uma periodontite em ovinos conhecida com “broken-mouth”. Essa periodontite &
caracterizada por afetar os incisivos permanentes dos animais resultando em
afrouxamento e perda progressiva dos mesmos (SPENCE et al., 1988).

No Brasil, durante as décadas de 1960 e 1980 a enfermidade apresentou maior
relevancia sanitaria e econdmica na pecuaria em areas reformadas e em areas que
passaram pelo processo de reforma de pastagem, afetando bovinos e ficando
popularmente conhecida como “cara inchada” (DOBEREINER et al., 2000).

As doencgas periodontais sao infecgdes ocasionadas perante a presenca de
micro-organismos que colonizam a superficie dentaria supra ou subgengival. A
concentragdo microbiana em sitio subgengival varia em sulcos rasos (sadios) e em
bolsas periodontais profundas, sendo maior em individuos com periodontite
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2010).

A maioria das bactérias possui capacidade de adesdao as superficies
(MERGENHAGEN & ROSAN, 1985), de maneira que algumas possuem estruturas
especificas, como polimeros extracelulares e fimbrias, que aumentam e facilitam essa
adesao. Outras precisam ser expostas por maior periodo de tempo para se unirem as
estruturas e a partir dai sintetizarem novos componentes de matriz celular. O acumulo
dessa massa bacteriana torna-se cada vez mais espesso, dificultando a difusao de
oxigénio por este biofilme e gerando um ambiente anaerdbio nas camadas mais
profundas dos depdsitos bacterianos (MARSHALL, 1992).

A colonizacdo bacteriana do dente €& bastante heterogénea, de modo que
inicialmente predominam as bactérias Gram-positivas facultativas, sendo
Streptococcus sanguis o micro-organismo de maior prevaléncia neste momento. A
partir de entdo ocorre a agregacao de cocos e bastonetes Gram-positivos facultativos
que se multiplicam e permitem a aderéncia dos Gram-negativos a placa. Os micro-
organismos Gram-negativos possuem pouca capacidade de aderir-se diretamente a
estrutura dentaria, sendo fundamental a presenca de cocos e bastonetes para que se

fixem. A medida em que a placa bacteriana envelhece, outras bactérias Gram-
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negativas anaerdbias estritas se aderem, aumentando o potencial patogénico do

biofilme formado (LANG; MOMBELLI; ATTSTROM, 2010).

A placa dental tem como consequéncia a formagdo de um processo
inflamatorio nos tecidos moles alterando toda a ecologia local e promovendo ainda
mais o crescimento de bactérias Gram-negativas. A disponibilidade de sangue, saliva,
do liquido gengival, associado as interagdes e trocas de nutrientes entre as bactérias
e seus metabdlitos demonstram a formagdo de uma tipica comunidade em que o
mutualismo beneficia a permanéncia, persisténcia e multiplicagcdo desta microbiota,
representando a formacdo de um biofiime verdadeiro (LANG; MOMBELLI;
ATTSTROM, 2010).

Estruturalmente a placa dental pode classificar-se em supragengival ou
subgengival. Normalmente, o dente é revestido por uma fina pelicula composta por
glicoproteinas que se acredita desempenhar um papel ativo na aderéncia bacteriana
a superficie dentaria (BRECX et al.,, 1981). Além dessa pelicula, a presenca de
gengivite também contribui para formagao da placa mais rapidamente; que com o
passar do tempo torna-se cada vez mais complexa e consolidada (SAXTON, 1973;
HILLAM & HULL, 1977; BRECX et al., 1980). Os primeiros micro-organismos a se
aderirem sobre a superficie do dente sdo cocos, células epiteliais e leucécitos
polimorfonucleares formando pequenas colonias (BRECX et al., 1981). A partir de
entdo, a presenca de micro-organismos de diferentes espécies aderindo-se nos
micro-organismos ja presentes e a estrutura dentaria, contribuem para formacao
heterogénea da placa supragengival.

A placa subgengival assemelha-se a placa supragengival, sendo composta
principalmente por cocos Gram-positivos € Gram-negativos, bastonetes e organismos
filamentosos. Também podem aparecer espiroquetas e micro-organismos flagelados
sendo que os leucécitos ficam interpostos entre placa e camada epitelial do sulco
gengival (LISTGARTEN, 1976). Em caes em que a higiene oral é interrompida, a
placa subgengival pode se desenvolver dentro de poucos dias (MATSSON &
ATTSTROM, 1979; TEN NAPEL et al., 1983). Acredita-se que as bactérias
localizadas subgengivalmente sdo capacitadas de invadir os tubulos dentinarios e
consequentemente podem provocar uma reabsor¢ao inflamatéria dirigida ao cemento
(ADRIAENS et al., 1988).

Quando a placa bacteriana em humanos se mineraliza, ela forma o calculo
dental que se apresenta como uma massa de coloracdo branco-amarelada ou
amarelo-acastanhada, sendo encontrada principalmente proxima a saida dos ductos
excretores das glandulas salivares quando supragengival. Em contrapartida, o calculo

subgengival n&o € visivel a olho nu, uma vez que sua formagado ocorre abaixo da
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margem gengival. A importéncia do calculo se da pelo fato de servir como meio para

maior aderéncia bacteriana (ZANDER et al., 1960; SCHOROEDER, 1969), e por
possuir capacidade em aumentar o efeito da placa bacteriana, pois mantém em
intimo contato os depdsitos bacterianos com os tecidos adjacentes (FRISKOPP &
HAMMARSTROM, 1980). Em bovinos ndo ha literatura relacionada a ocorréncia do
calculo dental o que aponta a necessidade em se investigar as relagbes entre a
presenca de calculo dental com a doenga periodontal nessa espécie.

A periodontite € uma enfermidade multifatorial complexa que ocorre devido o
acumulo de placa bacteriana ou biofilme no sulco gengival. O biofilme &€ composto por
um agregado de bactérias, dentre elas se encontram complexos de bactérias
periodontopatogénicas que sao responsaveis por causar um processo inflamatério e
destruigao tissular (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2010; LOESCHE,1993).

Botteon et al. (1993) caracterizaram e isolaram 0s micro-organismos
anaerdbios de lesdes periodontais da “cara inchada”, considerando-se os seus
aspectos morfotintoriais, bioquimicos, fisiolégicos e de cultivo. Os resultados
evidenciaram a presenga de grupos especificos de espécies bacterianas Gram-
negativas, ndo esporuladas, com maior predominancia de grupos de bactérias
pigmentadas de preto e marrom, sacaroliticos e ndo sacaroliticos, bem como nao
pigmentados e fermentativos e de Fusobacterium nucleatum.

Socransky et al. (1998) avaliaram os grupos microbianos especificos da placa
dental de humanos e dentre os trés constituintes do complexo vermelho identificados,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola sao
considerados o0s principais periodontopatégenos envolvidos na etiologia das
periodontites. Borsanelli et al. (2015) identificaram pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e por método de cultivo independente a presenga de espécies do
género Porphyromonas e Prevotella na bolsa periodontal de bovinos com lesbes de
profundidade superior a 5mm e em animais periodontalmente sadios. Os resultados
apontaram que 80% dos bovinos com periodontite albergavam Porphyromonas
endodontalis, 73% Prevotella melalinogenica e 61% Prevotella intermedia, o que
evidencia a importancia da presenga dessas bactérias pigmentadas de preto na
etiologia da doenca periodontal em bovinos.

Bactérias do género Treponema também foram encontradas em bovinos com
periodontite, principalmente Treponema amylovorum, T. denticola e T. maltophilum
(BORSANELLI et. al., 2015). Fusobacterium spp. e outras bactérias anaerdbias
facultativas também sao amplamente encontradas em lesdes de bovinos com
periodontite (DOBEREINER et. al., 2000; DUTRA et. al., 2000). A enfermidade ndo

ocorre se estes micro-organismos (que sao na maioria das vezes normais da



microbiota oral de bovinos), ndo estiverem presentes (DUTRA & DOBEREINER,
2001).

Conclusao

A “cara inchada” dos bovinos € uma enfermidade multifatorial que nao ocorre
sem a presenga de micro-organismos residentes na microbiota oral dos animais. A
recuperacao clinica dos animais doentes quando sio transferidos para areas indenes
ou quando deixam de ingerir o fator determinante esta intimamente relacionada a
diminuicdo dos micro-organismos associados a lesdo. A importancia do biofilme na
doenca periodontal em bovinos e em outras espécies é evidente por se tratar de um
verdadeiro complexo comunitario de inumeros micro-organismos com capacidade de
interacdes e trocas de nutrientes que abriga e oferece condigdes para a permanéncia
de bactérias com potencial periodontopatogénico. Inicialmente, a formagcao da placa
bacteriana envolve basicamente cocos e bactérias Gram-positivas com subsequente
adesdo de bactérias anaerobias estritas Gram-negativas que sdo as maiores
responsaveis pelo desencadeamento da doenca. Neste contexto, a caracterizagao e
o0 conhecimento sobre a microbiota oral de bovinos torna-se indispensavel por parte
dos médicos veterinarios durante a abordagem clinica dos animais. A possibilidade
de diagnosticar a doenga, reconhecer o papel dos micro-organismos, prescrever o
melhor tratamento e adotar medidas de controle e prevencido, podem reduzir os

prejuizos econdmicos e promover a saude e o bem estar animal.
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INTRODUGAO

A escolha pela area de Medicina Veterinaria Preventiva foi se consolidando
durante a graduacéo apds o contato com as disciplinas de Epidemiologia Veterinaria
e Saude Publica, Enfermidades Parasitarias dos Animais, Tecnologia em Produtos
de Origem Animal, Higiene e inspecdo de Alimentos, Defesa Sanitaria e mais
especificamente Enfermidades Infecciosas dos Animais. A partir de entdo realizei
treinamento técnico na disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais sob
orientagcdo do Professor Titular Iveraldo dos Santos Dutra, e juntamente com seus
orientados e equipe pude acompanhar e participar das atividades desenvolvidas na
Faculdade de Medicina Veterinaria de Aragatuba (FMVA).

O estagio curricular me permitiu visualizar a extrema importdncia que o
meédico veterinario que opta por essa area desempenha na sociedade e a
responsabilidade que exerce no contexto publico e educagdo em saude no que se
refere a protecao e bem estar da populagdo humana e animal.

Os locais escolhidos foram recomendados por poés-graduandos e pelo

orientador lveraldo dos Santos Dutra uma vez que ja os conheciam.

Segue abaixo a descricdo dos locais de estagio e as atividades

desenvolvidas.

1. UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO” -
UNESP JABOTICABAL (FCAV). Laboratério de Analise de Alimentos de
Origem Animal e Agua.

O estagio foi realizado no periodo de 01 de julho ao dia 31 de agosto de 2016,
sob supervisdao do Prof.° Adjunto Luiz Augusto do Amaral. O laboratério esta
localizado no Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugao
Animal da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal (Figura 1). O
departamento possui dois blocos, sendo um deles responsavel pela area de
enfermidades parasitarias dos animais, € o outro pelos laboratérios de Doencas
Infecciosas, Saude Publica, Laboratério de Analises de Alimentos e Agua e mais
recentemente o Laboratério de Biologia Molecular. As salas dos docentes ficam
agregadas aos laboratérios de cada especialidade.

A equipe do Laboratério de Analise de Alimentos de Origem Animal e Agua é
composta por um unico técnico, Waldemar Dibelli Junior, que é responsavel por
realizar as atividades de andlises e leitura das amostras que s&o enviadas pelos
usuarios. Atualmente, o Prof. Adj. Luiz Augusto do Amaral € o unico responsavel
pelo laboratdrio.

Além dos docentes e técnicos do laboratério, também pude conviver,
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acompanhar e auxiliar os pos-graduandos Rafael Akira Sato e Paula Maria Pilotto

Branco nos projetos “Caracteristicas microbiolégicas de sushis adquiridos em
estabelecimentos que comercializem comida japonesa” e “Biodigestao e co-digestao
de dejetos de bovinos leiteiros com vistas a promog¢&o da saude ambiental e saude

publica”, respectivamente.

DMVPRA
Medicina Veterinaria
Preventiva

Figura 1: Vista frontal do Departamento FCAV

a) ANALISE MICROBIOLOGICA DA AGUA

A técnica realizada neste laboratério para andlise de agua objetiva
principalmente pesquisar a presenga ou auséncia dos principais indicadores
bacterianos de contaminacao hidrica. O processo é dividido em duas fases: Teste
Presuntivo e Teste Confirmatério. A coleta da dgua deve ser realizada em frasco de
vidro estéril e ndo deve completar totalmente o volume do frasco para que seja
possivel homogeneizar a amostra. As amostras devem ser mantidas refrigeradas e o
tempo de coleta e realizagdo do exame nao deve exceder 24 horas.

O teste presuntivo busca primariamente a presenca de coliformes totais,
grupo composto por bacilos Gram-negativos ndo esporulados, aerobios facultativos,
oxidase negativa, fermentadores de lactose a temperatura de 35 — 37 °C produzindo
acidos, aldeidos e gas (BETTEGA, 2006). O meio recomendado para a detecgcao de
coliformes em agua, é o Caldo Lauril Sulfato Triptose ou caldo lactosado
concentracao dupla, com tubos de Durham.

Nestas determinagbes sao utilizados dez tubos contendo 10 mL do caldo
Lauril nos quais séo inoculados 10 mL da amostra de agua em cada um dos tubos
que serao incubados a 35 — 37 °C por 24 horas. A leitura é feita apds a incubacéao e
a prova presuntiva sera considerada positiva quando houver a presenga de gas nos
tubos de Durham. Quando isso ocorre, os materiais positivos sdo separados e
realizam-se os testes confirmatérios para coliformes totais e termotolerantes.

O grupo de coliformes termotolerantes ou fecais € composto por bactérias que

sado capazes de fermentar lactose quando submetidas a temperatura de 44,5 °C pelo
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periodo de 24 horas. A Escherichia coli € a principal espécie representante deste

grupo (BETTEGA, 2006).

ApOs a realizacao do teste presuntivo, os tubos positivos (contendo gas) séo
separados e uma aliquota da cultura (Lauril) é transferida com auxilio de alga
bacteriologica para tubos contendo meio de caldo lactose bile 2% verde brilhante
com tubos de Durham, sendo incubados a 35 °C por até 48 horas. A presencga de
gas nos tubos de Durham indica prova confirmatéria positiva para coliformes totais.
A leitura dos resultados é feita com o auxilio de uma tabela NMP onde se obtém o
numero mais provavel de coliformes totais em 100 mL de amostra.

A determinacdo de coliformes termotolerantes (fecais) é feita a partir da
transferéncia de uma aliquota dos tubos positivos na prova presuntiva (Lauril)
também com o uso de alga bacteriolégica para tubos com caldo EC Broth contendo
tubos de Durham. A incubacdo é feita em banho-maria a temperatura de
aproximadamente 44,5 °C durante 24 horas. A presenca de gas nos tubos de
Durham indica prova confirmatéria positiva para coliformes fecais em 100 mL de
amostra. Os resultados sio obtidos a partir de tabela de NMP.

A contagem de micro-organismos mesofilos € feita transferindo-se 1 mL da
amostra sem diluir e 1 mL da amostra diluida para placas de Petri esterilizadas. A
diluicdo pode ser realizada com agua peptonada 0,1% esterilizada (proporgéo de 1
mL da amostra para 9 mL do diluente). Apds a transferéncia para placa de Petri,
adiciona-se aproximadamente 15 mL de agar padrdo para contagem fundido e
resfriado (aproximadamente 40 graus Celsius). Depois da homogeneizagdo e da
solidificacdo as placas sao incubadas em estufa a 37 °C, invertidas, por 48 horas.

Em seguida realiza-se a contagem das coldnias nas placas.

Relato de Caso: Propriedade rural Jumay (analise de agua)

Mediante autorizagéo do professor responsavel pelo laboratério, pude realizar
analise bacteriolégica da agua da propriedade rural da minha familia. A propriedade
pertence ao municipio de Cosmorama (SP) e a fonte de agua que abastece o local é
proveniente de pogo profundo (aproximadamente 80 metros de profundidade). Em
um determinado ponto da casa ha um filtro onde a agua coletada é destinada ao
consumo humano. Foram coletadas amostras de dois pontos da casa: Do local onde
ha o filtro e de uma torneira com agua vinda diretamente da caixa d’agua da casa.

Os frascos para coleta foram cedidos pelo laboratério e identificados em “C”
para agua da caixa e “F” para agua do filtro. Em seguida, foram acondicionadas em
recipiente térmico com gelo durante a viagem e mantidos refrigerados até o dia

seguinte para realizagdo da analise (Figura 2).
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O teste presuntivo foi realizado transferindo-se 10 mL de cada amostra para

10 tubos contendo caldo Lauril sulfato triptose com tubos de Durham, totalizando 20
tubos. A incubacéo foi feita em estufa a 37 °C por até 48 horas. Os resultados do
primeiro teste demonstraram producdo de gas em 3 tubos da amostra filtrada e em
todos os 10 tubos da amostra da caixa d’agua (Figura 3).

A partir dos tubos considerados positivos na prova presuntiva realizou-se o
segundo teste (confirmatério). Separaram-se os tubos com produgdo de gas,
transferiu-se uma aliquota para tubos contendo caldo lactose bile 2% verde brilhante
e uma aliquota para tubos contendo caldo EC Broth ambos com tubos de Durham. A
partir de entdo foram incubados em estufa a 37 °C e em banho-maria a 44,5 °C,
respectivamente (Figura 4). A leitura foi feita apds 48 horas (tubos com caldo lactose
bile 2% verde brilhante) e 24 horas (tubos com caldo EC).

Em nenhum tubo com caldo EC houve presencga de gas, o que indica que as
amostras nao estavam contaminadas por coliformes fecais. Entretanto, os 10 tubos
positivos na prova presuntiva com amostra de agua da caixa se apresentaram
positivos no teste confirmatério com caldo lactose bile 2% verde brilhante bem como
1 tubo das 3 tubos da amostra filtrada, indicando portanto a presencga de coliformes
totais em ambas amostras (Figura 5). Os resultados obtidos pela tabela de NMP
estdo demonstrados na Figura 6.

A contagem de micro-organismos mesofilos foi feita a partir da transferéncia
de 1 mL de cada amostra para placa de Petri esterilizada seguida de adigao de agar-
padrao, homogeneizacdo e apos solidificagcdo foram incubadas a 37 °C por 48
horas. A contagem demonstrou 275 UFC/mL (unidades formadoras de colbnias)

para agua filtrada e 500 UFC/mL para agua da caixa.

Figura 2: Frascos esterilizados para coleta. Figura 3: Presenca de gas nos tubos de Durham
(prova presuntiva)
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Figura 4: caldo EC (primeira fileira) e bile verde brilhante ~ Figura 5: Presenca de gas em amostras po-
(segunda fileira), antes do banho-maria e da incubac&o. sitivas para coliformes totais (agua da caixa).

LIMITES -85% CONFIAMNCA

TUBOSPOSITIVOS NMP INFERIOR SUPERIOR
0 <11 0,0 30
o 1.1 0,03 B -
2 22 026 8.1
3 36 0,69 106
4 51 1,30 13,4
5 69 210 158
& 92 310 211
7 12,0 130 27,1
& 16,1 590 36,5
9 230 8,10 595
qg:: =230 135 INFI__NE

Figura 6: Resultados evidenciando a presenga de CT.

Os resultados demonstraram alta contaminagdo agua por coliformes totais
(CT) na agua que nao é filtrada, indicando portanto necessidade de limpeza e
desinfec¢do da caixa d’agua do pogo e a realizagdo de uma nova coleta. Além da
higienizacdo indica-se também a cloragdo da agua. As bactérias pertencentes ao
grupo dos coliformes totais ndo necessariamente apresentam agéo patogénica ao
homem, entretanto a amostra testada provém de fonte nao tratada o que justifica a

necessidade de higienizagao do local contaminado.

b) Analise microbioldgica do leite pasteurizado

Na analise do leite pasteurizado considera-se como rotina a pesquisa de
coliformes totais, coliformes fecais e de micro-organismos mesofilos. Antes de abrir a
embalagem, deve-se homogeneizar a amostra e realizar uma desinfecgdo da
tesoura e da area que sera cortada utilizando-se algodédo embebido em alcool 70
°GL, sempre proximo ao bico de Bunsen. A lavagem das mé&os e limpeza da
bancada antes de realizar qualquer procedimento de analise microbiolégica de
alimentos também é imprescindivel.

Para determinagcdo do numero mais provavel de coliformes totais utiliza-se
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como meio de cultura o caldo lactose bile 2% verde brilhante, sendo dividido em 3

baterias de 3 tubos, todos contendo o meio e tubos de fermentacdo de Durham.

As amostras sao diluidas em agua peptonada a 0,1% na propor¢ao de 1 mL
de leite para 9 mL do diluente correspondendo a diluicdo 10". Em seguida,
transfere-se mais 1 mL da diluigdo 10™" para outro tubo contendo 9 ml do diluente
correspondendo a diluigao 10

Na primeira bateria de trés tubos adiciona-se 1 mL de leite diretamente da
embalagem, na segunda bateria, 1 mL da amostra diluida 10™" e na terceira bateria 1
mL da amostra diluida 10 . A seguir, as amostras s3o incubadas a 35-37 °C por 24-
48 horas. A leitura é feita a partir da observagao da formagao de gas nos tubos de
fermentacdo de Durham e com auxilio de tabela NMP determina-se o numero mais
provavel de coliformes totais da amostra.

A partir dos tubos considerados positivos para presenca de coliformes totais,
determina-se o0 numero mais provavel de coliformes a 45 °C (fecais). Com o auxilio
de uma alga bacteriolégica transfere-se uma aliquota dos tubos positivos para tubo
contendo caldo EC com tubos de fermentacdo de Durham. Estes sdo mantidos em
banho-maria a 44,5 °C por 24 horas e a leitura dos resultados sera feita utilizando-se
tabela NMP para determinar o numero mais provavel de coliformes a 45 °C por mL
de leite. E extremamente importante atentar-se para que nZo haja variagdo da
temperatura do banho-maria, pois temperatura abaixo de 44,5 °C pode levar a
resultados falso-positivos.

Para a determinacdao da contagem de micro-organismos mesdfilos, ou
contagem bacteriana total (CBT) em placa, utilizam-se as diluicdes 102 e 103
transferindo-se 1 mL para placa de Petri esterilizadas e em seguida adicionando
cerca de 15 mL de agar PCA (agar padrédo para contagem) aquecido a
aproximadamente 40°C. Apds a solidificacao, as placas sao incubadas invertidas por
48 horas sob temperatura de 35 °C. Apds o periodo de incubacéo é feita a leitura e
contagem das placas e o resultado é multiplicado pelo fator de diluicdo e expresso
em UFC/mL.

c) Analise microbioldgica de alimentos sélidos ou pastosos
No caso de alimentos sélidos ou pastosos o que os diferencia dos demais € a
forma como é feita a primeira diluigado. Inicialmente, pesam-se 25 gramas da amostra
e adicionam-se em 225 mL de diluente (agua peptonada a 0,1%) e esta passa a ser
a diluicdo 107" (Figura 7). Antes de realizar as outras diluicdes a mistura devera ser
homogeneizada. A partir desta serdo feitas as outras diluigdes adicionando-se 1 mL

da diluicao inicial em 9 mL de diluente.
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Os procedimentos para determinagdo microbioldgica destes alimentos sao

idénticos aos do leite com exce¢ao da fase presuntiva dos coliformes totais e fecais
a qual 1 mL das diluigdes 107", 102, 10 e assim sucessivamente, sdo inoculados
em caldo lauril sulfato. Nesta fase utiliza-se uma bateria de 3 tubos contendo o caldo
e tubos de Durham e a diluicdo depende do produto em analise, ou seja, quanto
mais contaminado, mais diluicbes sao realizadas. A presencga de coliformes fecais e
a contagem padrdo de micro-organismos mesofilos na placa ja foram descritos

anteriormente para o leite. Os resultados sao obtidos utilizando-se tabela de NMP.

Figura 7: Diluigdo 10" (vidros maiores), tubos com
caldo Lauril sulfato e placas de Petri para amostra
de frango (cortes e coxas)
d) Atividades complementares
Além das atividades de analises microbioldgicas dos alimentos e agua, tive a
oportunidade de acompanhar e desenvolver outras atividades. Permaneci por cerca
de 15 dias no laboratério de leptospirose e brucelose, onde acompanhei a técnica
realizada para diagnostico dessas duas enfermidades sendo a soroaglutinagéo
microscopica o principal método realizado para diagnostico de leptospirose e o teste
antigeno acidificado tamponado (AAT) e fixacao de complemento utilizados para
diagndstico de brucelose (triagem e confirmatério, respectivamente). Ainda
acompanhei a residente Natalia Crispim no exame clinico de bezerros com
pneumonia. Participei do projeto com biodigestores anteriormente citado e de analise
microbiolégica de sushis dos alunos do programa de pos graduagdo do setor de
medicina veterinaria preventiva. Inclui também a participacdo em uma aula
ministrada pelo Professor Luiz Augusto do Amaral para os alunos de graduagao do
curso de Ciéncias Bioldgicas sobre “Cadeia Epidemioldgica”, além de discussdes

sobre diversos assuntos com o professor orientador do estagio curricular.



21
2. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA - UEL. Laboratério de

Leptospirose e Laboratério de Zoonoses e Saude Publica

a) Laboratoério de Leptospirose

O estagio foi realizado durante o periodo de 01 a 30 de setembro de 2016,
sob supervisdo da Professora Lucienne Garcia Pretto Giordano. O laboratério
pertence ao Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade
Estadual de Londrina (UEL), sendo parte integrante do hospital veterinario do local.
A principal atividade desenvolvida no laboratério de leptospirose é o diagnostico da
doenga por meio de soroaglutinagdo em microscopia de campo escuro e exame
direto da urina para deteccdo de leptospiras permitindo a confirmacido do
diagnostico. Além da rotina, o laboratério também se envolve em pesquisas e possui
convénios com empresas para analise de vacinas com intensa rotina de atividades e
casuistica.

Atualmente o laboratério encontra-se sob supervisdo da técnica Cristiane da
Silva que é responsavel por receber as amostras, identifica-las, realizar os
diagndsticos e emitir os relatérios. O departamento também conta com um programa
de residéncia em moléstias infecciosas, sendo que durante este periodo a residente
Suelen Aparecida Suphoronski esteve presente juntamente comigo e com a técnica
neste laboratario.

Os sorovares de leptospiras para o preparo de antigenos empregados na
rotina de diagnéstico sdo mantidos em meio base EMJH e em estufa B.O.D. sob
temperatura de 28°C. O repique é feito semanalmente, utilizando-se material estéril
proximo ao fogo em capela de fluxo laminar para evitar possiveis contaminagdes
externas. O laboratdrio dispde de 3 baterias de tubos (avd, mae e descarte), sendo a
mae utilizada na rotina e a avd utilizada para os repiques (de avdé para mae). A
bateria de descarte é eliminada toda semana alternando-se sempre as baterias a
serem utilizadas.

Para o diagndstico soroldgico da leptospirose (rotina e pesquisa) séao testados
19 sorovares: Australis, Bratislava, Autumnalis, Butembo, Castellonis, Bataviae,
Canicola, Cynopteri, Grippotyphosa, Hebdomadis, Icterohaemorrhagia,
Copenhageni, Panama, Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Shermani e Tarassovi.

A soroaglutinagdo microscépica (SAM) é a técnica recomendada pela
Organizagdo Mundial da Saude para o diagndstico da leptospirose. Apesar dos
anticorpos formados pelo animal serem dirigidos a determinado sorovar especifico, a
ocorréncia de reacgdes cruzadas entre sorovares podem ocorrer, sendo assim, um

mesmo animal pode ser reagente a varios sorovares simultanemantes (WOHL,
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1996).

Inicialmente, dilui-se o soro do animal em placa alta (Figura 8) em proporgao
1:50, ou seja, 25 yL de soro mais 1225 pL de solugdo PBS (tampéo fosfato salino),
colocando no agitador por 20 minutos. Posteriormente, transfere-se 25 yL da placa
alta para placa baixa de poliestireno (fundo em “U”) utilizando-se micropipeta
multicanal (Figura 9) e adiciona-se 25 uL dos respectivos sorovares. Apos agitar por
mais 20 minutos, a placa esta pronta para leitura.

A leitura é realizada em microscopia de campo escuro, empregando-se
objetiva de 20 vezes em laminas delimitadas. Utilizando-se algca previamente
flambada, transfere-se uma aliquota de cada pocinho para lamina delimitada e entao
realiza-se a leitura. As amostras s&o consideradas reagentes quando ha pelo menos
50% de aglutinagdo associado a diminuigdo de leptospiras “livres” no campo (Figura

10). Amostras reagentes sé&o entdo separadas para titulagao.

Figura 8: Soros separados (esquer- Figura 9: Transferéncia da placa al-
da) e placa alta (direita). ta para placa baixa.

A titulagdo é feita a partir das amostras reagentes na primeira triagem. A
diluicdo é feita na propor¢cao de 1:100 onde coloca-se 25 yL de PBS em até 5
pocinhos da placa baixa e 25 yL das amostras marcadas como reagentes da placa
alta, sendo portanto o primeiro pocinho correspondente a diluicdo 1:200.
Sucessivamente, 1:400, 1:800, 1:1600. Colocam-se os sorovares marcados (25 pL),
agita-se a placa por 20 minutos e realiza-se a leitura. O valor da titulagdo baseia-se
no ultimo pogo com aglutinacdo de até 50% associado a diminuicdo de leptospiras

livres em campo.
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Figura 10: Amostra reagente (a esquerda) e ndo reagente (a
direita). Observar o aumento de leptospiras “livres” e diminuigéo
de aglutinagdes no campo a direita.

O laboratdrio também realiza exame direto da urina, principalmente de caes
que sdo encaminhados ao hospital veterinario da universidade quando ha suspeita
da doenca. O melhor método de coleta é a cistocentese, pois ha menos
contaminagdo e a leitura deve ser realizada em no maximo 20 minutos apos a
coleta. A leitura consiste em encontrar leptospiras na amostra, sendo que neste caso
independente de quantidade, a presenca de uma unica leptospira € indicativa da
doenca. E importante ressaltar o carater intermitente das leptospiras, e que,
portanto, é necessario mais de uma coleta quando a amostra € negativa em exame

direto da urina em campo escuro.

b) Laboratério de Zoonoses e Saude Publica

O estagio foi realizado no periodo de 03 de outubro a 27 de outubro de 2016,
sob supervisdo da professora Roberta Lemos Freire (responsavel pelo laboratério),
também pertencendo ao Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
Universidade Estadual de Londrina (UEL).

Durante este més acompanhei principalmente a residente Andressa Rorato
Nascimento de Matos e alunos do programa de pos-graduagdo nas atividades
realizadas no local, bem como tive a oportunidade de auxiliar a residente em
plantdes com os animais destinados ao setor de moléstias infecciosas, sendo
cinomose e parvovirose doengas de alta casuistica na regiao de Londrina.

As principais atividades das quais participei no laboratério foram o diagndstico
de toxoplasmose, neosporose e leishmaniose por meio de reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e acompanhamento da manutengéo de cepas Rh
de toxoplasmose em camundongos (bioensaio). O laboratério trabalha ndo somente
com amostras de animais domésticos, mas também com amostras humanas
principalmente no diagndstico de toxoplasmose em gestantes, criangas e portadores

de doengas imunossupressoras.
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A RIFI busca a ocorréncia ou ndo de anticorpos na amostra e apresenta alta

especificidade. A técnica para toxoplasmose, neosporose e leishmaniose é
basicamente a mesma, exceto em alguns pontos como tempo de incubacgéo,
lavagem, utilizagdo de tampao e diluigao.

1) RIFI Toxoplasmose:

Primeiramente sdo separados os soros que serdo testados inclusive os
controles positivo e negativo. Em uma placa baixa de poliestireno s&do marcados os
pocinhos dos controles e das amostras e adiciona-se 150 pyL de solugdo tampao
(PBS) em todos os pocinhos. Em seguida sdo transferidos 10uL da amostra e
realiza-se a diluigdo com 50 pL de um pocinho para o outro, sem descartar o
conteudo do ultimo pocinho.

Apos a diluicdo, 10uL de cada pocinho s&o colocados em lamina delimitada e
pré-sensibilizada com antigeno, transferindo-se sempre da diluicdo menos
concentrada para mais concentrada. Incuba-se a 37°C por 30 minutos e realizam-se
3 lavagens de 10 minutos cada com PBS (pH 7,2) para retirar as particulas nao
ligantes.

A segunda parte da técnica remete a colocar o conjugado, um marcador que
visa identificar o que esta sendo procurado (neste caso taquizoitos de toxoplasma).
O conjugado é espécie-especifico (exemplo: cao= 1:1200, ou seja, 1 parte do
conjugado para 1200 uL de PBS + 12 uL de Azul de Evans, retira-se 13 yL do PBS
para ndo ultrapassar a proporgédo correta). Novamente incuba-se a Iamina a 37°C
por 30 min e realizam-se mais 3 lavagens com PBS. Neste momento as laminas
estao prontas para leitura e devem ser protegidas da luz com papel aluminio.

A leitura é realizada em microscopia de fluorescéncia (que deve ser aquecido
10 minutos antes de iniciar a leitura), e somente é valida se os controles estiverem
adequados, isto é, controle positivo com taquizoitos fluorescentes e controle
negativo sem taquizoitos fluorescentes. Amostras reagentes sao aquelas em que em
pelo menos 5 campos do microscépio € possivel visualizar taquizoitos com
contornos fluorescentes compativeis com o que é visto no controle positivo. A
titulacdo é na proporcao de 1:4, ou seja, primeiro po¢o da lamina 1:16; depois 1:64,
1:256, 1:1024 e assim sucessivamente. Sao considerados reagentes amostras com
titulacéo a partir de 1:16.

As cepas (do tipo RH) sdo mantidas em camundongos e repicadas de
segunda, quarta e sexta-feira. Apos eutanasia é realizado o lavado intraperitoneal
com 0,2 mL de solucdo salina e depois de analisar a viabilidade em microscopio
(Figura 11), reinocula-se em outro camundongo. Geralmente sdo utilizadas fémeas

com peso de até 30g.
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)] RIFI Neosporose e RIFI Leishmaniose
Basicamente o procedimento realizado € o mesmo diferenciando quanto a
tempo de incubagao, quantidade de lavagens e proporgéo para diluigdo. No caso da
leishmaniose, deve-se diluir os controles positivos e negativos segundo preconiza a
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), sendo utilizadas as formas

promastigotas de Leishmania amazonensis.

-’ h 5 Q 7
L—J

Figura 11: Taquizoitos de toxo
plasma (lavado intraperitoneal de
camundongos).

1[)] Outras atividades desenvolvidas

Além das atividades em laboratério, durante o periodo estagiado na UEL tive
a oportunidade de acompanhar as atividades do laboratério de virologia, que inclui
principalmente diagndstico por soroneutralizagdo para Rinotraqueite Infecciosa
Bovina (IBR) e Diarréia Viral Bovina (BVD). Também pude participar do “I Congresso
de Pesquisa em Saude Animal e Humana (COPESAH)” ocasido na qual apresentei
um resumo da minha Iniciagcao Cientifica intitulado “Microbiota anaerdbia identificada
no sulco gengival de bovinos”. Por fim, tive contato com outras técnicas de
diagndstico para toxoplasmose no laboratério de Zoonoses e Saude Publica (ELISA
e Western Blot), além de coloragdo de Ziehl Neelsen para identificagcdo de
Criptosporidium spp., e método de detecgao de coliformes totais e fecais em agua
pelo substrato cromogénico definido (Colilert).

A tabela abaixo demonstra a quantidade de diagndsticos para toxoplasmose,
leishmaniose e neosporose realizados no periodo do més de outubro, computando

apenas a rotina laboratorial.
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Tabela 1. Exames realizados no periodo de estagio para o diagnédstico de toxoplasmose,

neosporose e leishmaniose, no Laboratério de Zoonoses e Saude Publica no periodo de
03 a 27 de outubro de 2016.

Material Técnica de Resultado Total de

Doenca enviado diagndstico Positivo Negativo analises
Toxopasmose Soro RIFI 9 12 21
Neosporose Soro RIFI 3 20 23
Leishmaniose Soro RIFI 0 6 6

RECOMENDAGAO E CONCLUSAO

O estagio curricular foi proveitoso em todos os aspectos, desde o profissional
até o pessoal. Durante este periodo tive oportunidade de reforgar a area a qual
pretendo direcionar minha carreira profissional e perceber o quanto preciso investir
em conhecimento e buscar aprender sempre mais para me tornar uma profissional
qualificada.

Ambos os locais escolhidos eu indicaria para futuros estagiarios, pois além de
me possibilitarem o aprendizado e a realizagdo das atividades, tive contato com
profissionais excelentes com disposicdo para explicar e transmitir seus
conhecimentos a nos estagiarios.

Em Jaboticabal apesar de a rotina ter sido um pouco baixa durante o periodo
em que estive estagiando, sempre encontrava outras atividades para desempenhar
além daquelas desenvolvidas apenas no laboratério. Em Londrina, o laboratoério de
leptospirose possui uma rotina muito grande permitindo que eu acompanhasse e
realizasse todas atividades desenvolvidas no local. No laboratério de zoonoses e
saude publica me deparei com uma equipe multidisciplinar composta néo apenas por
médicos veterinarios, mas também por farmacéuticos e biomédicos trabalhando
juntos em prol de uma saude unica.

O estagio curricular obrigatério ampliou minha visdo sobre a medicina
veterinaria preventiva despertando o meu interesse em permanecer, trabalhar e
melhorar as condi¢bes de saude para os animais, o meio ambiente e para as
pessoas. Agradeco imensamente as duas instituicdbes que me acolheram e me

possibilitaram essa experiéncia de vida.
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