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Porphyromonas gingivalis na cavidade oral de neonatos da raca Bulldog Inglés
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ABSTRACT

Background: Periodontal disease (PD) is the most common disease of the oral cavity in cats and dogs, and it affects up to 80%
of these animals. PD begins with the accumulation of bacteria on the surface of the teeth, and it poses a risk for the health of
pets. Research on PD in dogs has focused on the identification and characterization of bacterial communities present in the
oral cavity. Porphyromonas gingivalis is highly prevalent in the oral cavity. Therefore, the aim of this study was to detect P,
gingivalis before and after dental eruption in 15 English bulldog newborn puppies, hoping to contribute to early guidance of
oral hygiene management and prevent future PD.

Materials, Methods & Results: Fifteen English bulldog newborn puppies were used in this study. Two groups (G1 and G2)
were formed with eight and seven puppies, respectively. Oral swab samples were taken from the maxillary incisor region of
animals from G1 and G2 10 days after birth (T10). At this moment, the clinical evaluation of the oral cavity showed healthy
gums with a thin, shiny, pinkish, and firm margin, without any odor or granular appearance, and with no tooth eruption. On
postnatal day 25 (T25), a subgingival sample was collected with a Gracey curette from the maxillary incisors; the oral cavity
examination revealed healthy gums and presence of gingival sulcus. Bilateral subgingival samples were also collected from the
maxillary canines and fourth premolars of the dams at T10 and T25. All newborn puppies were fed maternal breast milk and
supplementation exclusively with commercial milk for dogs in individual bottles. The dams were fed commercial dry food.
The average weight of G1 and G2 at T10 was 625.87 + 85.26 g and 543.50 + 92.88 g, respectively, and 100% (15/15) of the
animals were negative for PG as assessed by polymerase chain reaction (PCR) on oral swab samples. At T25, puppies from
groups G1 and G2 weighed 1.465 + 194 g and 1.206 + 201 g, respectively, and 100% (15/15) of the puppies were positive for
P. gingivalis as assessed by PCR on subgingival samples collected with a Gracey curette. The dams of the puppies in G1 and
G2 were positive for PG at T10 and T25 as determined by PCR on subgingival samples.

Discussion:An important finding of this study was that the dams of the puppies in G1 and G2 were positive for P. gingivalis
at T10. Several species of bacteria that cause periodontal disease can be transmitted from humans to pets; therefore, trans-
mission from dam to puppy would be possible, but was not observed in this study at T10, when 100% (15/15) of the animals
were negative for P. gingivalis. Subgingival microbiota associated with periodontitis consists essentially of Porphyromonas
spp., and the presence of gingival sulcus and dental eruption are determinant factors for the presence of P. gingivalis in the
oral cavity. Nevertheless, the hygiene habits of dogs, with the dam licking the puppies after dental eruption, could have been
a relevant factor for transmission and appearance of P. gingivalis in the subgingival sample in 100% (15/15) of the puppies at
T25. The oral microbiota is closely related to many diseases, and resident pathogenic oral bacteria can be transferred by close
contact. Certain species of bacteria present in the subgingival biofilm exhibit higher etiologic relevance during the onset and
progression of periodontitis, and Porphyromonas spp. is among the most important of these species. It is important to keep in
mind that age is a relevant factor to prevent periodontitis. Therefore, providing owners with instructions for thorough dental
brushing of animals when they still have deciduous teeth can prevent the appearance of future PD.
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INTRODUCAO

A doenga periodontal (DP) € a moléstia mais
comum da cavidade oral de cdes e gatos, afetando até
80% dos animais, inicia-se pelo acimulo de bactérias
na superficie dos dentes, sendo uma preocupacao para
a satide dos animais de companhia. Pesquisas sobre DP
na espécie canina tem se concentrado na identificagdo e
caracterizacdo das comunidades bacterianas presentes
na cavidade oral [13,14]. Fatores inerentes ao hospe-
deiro como idade, raga, sexo, mastigacdo, md oclusdo,
retencdo de dentes deciduos, anomalias dentais, ali-
mentacdo e condi¢des sist€micas podem determinar
severidade e progressao da doenca periodontal [2,6,8].

A formacao da placa dentdria comeca apds a
erupcdo dos dentes, formando-se em poucos minutos
um filme acelular na superficie dentdria composta de
glicoproteinas salivares, polipeptideos e lipidios [3].
As bactérias, por meio de seu metabolismo, produzem
enzimas e toxinas que lesam as estruturas periodontais,
iniciando uma resposta inflamatéria e contribuindo
para sua proliferacdo [11,16].

Porphyromonas gingivalis ¢ uma bactéria gram
negativa anaerébia, e tem sido identificada como um
importante patégeno periodontal devido sua viruléncia
[18]. Um estudo relatou um caso de DP grave em um
cdo de trés meses de idade, salientando a importancia
de se iniciar cuidados com a higiene oral, ainda na
denti¢do decidua [5].

Sendo P. gingivalis uma bactéria altamente
prevalente na cavidade oral objetivou-se avaliar sua
presenca antes e apOs erupgao dentaria de 15 neonatos
da raga Bulldog Inglés.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

Foram utilizados 15 neonatos da raca Bulldog
Inglés, sendo G1 e G2 o nome dado aos grupos, com
8 e 7 neonatos respectivamente. Realizou-se swab da
cavidade oral na regido maxilar incisiva de G1 e G2
aos 10 dias de nascimento (T10), ao exame clinico
da cavidade oral apresentavam gengiva com aspecto
saudavel, margem fina, brilhante, rdésea, firme, sem
odor e aspecto granulado, sem erup¢io dentdria. Aos
25 dias (T25) realizou-se a coleta subgengival com
cureta Gracey dos incisivos maxilares, e ao exame da
cavidade oral a gengiva mostrava aspecto saudavel e
com a presencga de sulco gengival. Procedeu-se a coleta

subgengival dos caninos e 4° pré- molares bilaterais
das progenitoras com cureta de Gracey, em T10 e T25
e a andlise visual foram classificadas de acordo com
outros autores [1], em grau 2 de DP, onde observou-
-se gengivite moderada; inflamacao da gengiva com
edema; gengiva avermelhada, inchada e com ligeiro
enrolamento de margem.

Todos os neonatos recebiam alimentacdo a
base de leite materno e suplementacdo em mamadeira
individual com leite comercial para cdes exclusiva-
mente, as progenitoras eram alimentadas com ragdo
comercial seca.

Andlise molecular

O material foi depositado em microtubos con-
tendo 500 pL de solucdo fisioldgica 0,9% e mantidas a
-18°C até o momento da extracdo de DNA gendmico.
A extra¢do gendmica foi realizada através do método
de fenol-cloroférmio de acordo com outro estudo [15].
As amostras extraidas foram submetidas a reagdo em
cadeia de polimerase (PCR), sendo cada reagdo com-
posta 2,0 uL. de DNA gendmico, 1,25 x Tampao 10x,
0,25 Mm dNTPs, 10 pMol do primer, 0,5 U Tag DNA
polimerase' e 4gua ultrapura q.s.p. para volume final de
20 pL. Utilizando termociclador My Cycler? as reagdes
foram amplificadas com desnaturagdo inicial de 5 min
a95°C, sucedido de 30 ciclos de desnaturagdo por 45 s
a 95°C, hibridizagao por 30 s a 55°C e 30 s a 72°C de
extensdo, sendo concluida com um ciclo de extensao
final a 72°C por 7 min. Os produtos de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,0%,
corado com Gel Red™ a 10 V/cm e visualizados em
foto documentador ChemiDoc™ XRS? utilizando o
software ImageL.ab™. O marcador de massa molecular
empregado foi o Ladder 100pb*.

RESULTADOS

O peso médio do G1 e G2 foi de 625.87 +
85.26 e 543.50 = 92.88 g respectivamente em T10,
e 100% (15/15) dos animais foram negativos para
Porphyromonas gingivalis através da andlise por reacao
em cadeira de polimerase (PCR) do swab da cavidade
oral. Em T25 os filhotes dos grupos G1 e G2 pesaram
1.465 + 194 e 1.206 + 201 g respectivamente, e 100%
(15/15) dos filhotes foram positivos para PG através da
andlise de PCR do produto subgengival coletado com
cureta de Gracey (Tabela 1). As progenitoras de G1 e
G2 foram positivas para PG em T10 e T25, através da
coleta subgengival e andlise de PCR.
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Tabela 1. Resultados da andlise de PCR da cavidade oral de neonatos da raca Bulldog Inglés para os

grupos G1 e G2 nos tempos T10 e T25.

T10

T10

T25 T25

Animal

Gl

OIS NP W~
1

G2 Gl G2

++++++++
++ 4+ + 4+ ++

Gl(grupo 1); G2 (grupo 2); T10 (10 dias de nascimento) e T25 (25 dias de nascimento).

DISCUSSAO

Através da andlise visual da cavidade oral, os
neonatos de G1 e G2 em T10 apresentavam gengiva com
aspecto saudavel, margem fina, brilhante, résea, firme,
sem odor e aspecto granulado, sem erupcdo dentdria,
o swab da cavidade oral revelou que todos os neonatos
de ambos os grupos foram negativos para P. gingivalis,
outros autores em seu estudo [9] observaram ao exame
clinico que nenhum cao do grupo jovem foi afetado por
periodontite e tinham baixa frequéncia de P. gingivalis
na cavidade oral, contudo a idade do grupo nesse estudo
compreendia de 0 a 2 anos, diferindo do nosso estudo que
abordou a idade neonatal. As progenitoras das ninhadas no
tempo T10 foram positivas para P. gingivalis, sendo um
importante dado a ser relatado, varias espécies periodon-
topaticas podem ser transmitidas entre os seres humanos
e seus cdes de companhia [17], portanto a transmissao
de mae para filho seria possivel, mas nio foi observada
nesse estudo no T10. Sabe-se que a microbiota subgen-
gival associada a periodontite, consiste essencialmente de
Porphyromonas spp. [4] e a presenca do sulco gengival e
erupgdo dentdria sdo fatores determinantes para presencga
de P, gingivalis na cavidade oral.

Em T25 ambos os grupos e suas respectivas
progenitoras foram positivos para P. gingivalis através
da anélise de PCR do produto subgengival coletado
com cureta Gracey, aos neonatos observou-se mesmo
com a presenca de P, gingivalis na cavidade oral, gengi-
va de aspecto sauddvel, margem fina, brilhante, résea,
firme, sem odor e aspecto granulado, com erupgao
dentéria. P. gingivalis é considerado o patégeno mais
importante no desenvolvimento e progressao da doenga
inflamatéria cronica [10], corroborando com o obser-
vado nas progenitoras de ambos os grupos que foram
classificadas como grau II de doenca periodontal. A
microbiota oral, esta intimamente associada a muitas
doencas, e as bactérias orais patogénicas residentes,

podem ser transferidas por contato fisico préximo [12].
O habito de limpeza dos filhotes através da lambedura
da mie e o contato entre irmaos pode ter sido um fator
relevante para o aparecimento de P, gingivalis na cavi-
dade oral no T25, sabe-se que a microbiota subgengival
associada a periodontite, consiste essencialmente de
Porphyromonas spp. [7]. A literatura registra um caso
de doenga periodontal grave em um c@o de trés meses
de idade, salientando a importancia de se iniciar cuida-
dos com a higiene oral, ainda na denti¢ao decidua [5].

A fim de prevenir a doenga periodontal, é
importante ter em mente que a idade ¢ um fator im-
portante e a orientacao sobre escovacao completa dos
animais pelos proprietarios deve ser para prevenir o
aparecimento da periodontite [9].

CONCLUSAO

Conclui-se que Porphyromonas gingivalis € uma
bactéria altamente prevalente na cavidade oral de neona-
tos apés a erupgo dentdria com sulco gengival presente.
Portanto os cuidados com higiene oral e utilizacdo de
pastas orais veterindrias sao indicados prematuramente,
prevenindo assim futura doenga periodontal.
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