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RESUMO

A cavidade oral é composta por uma microbiota extensa, que em desequilibrio podem ocasionar
enfermidades. O surgimento de bactérias cada vez mais resistentes a medicamentos leva a
constante prospeccdo e producéo de farmacos. A clorexidina é um antimicrobiano de eleicéo
para procedimentos orais, devido a sua acdo bacteriostatica e bactericida. O o0zdnio, como
terapia alternativa é utilizado devido ao alto poder oxidativo. As doencas orais podem ocasionar
sepse, capaz de levar o animal ao 6bito. Devido a estes problemas, hd uma necessidade estudos
sobre a acdo dos antimicrobianos para se obter melhor saude bucal e bem-estar dos animais. O
presente trabalho teve como objetivo a comparacgéo da atividade antimicrobiana da clorexidina
0,12% e agua para injecdo ozonizada (100u/ml) na cavidade oral equina. Foram colhidas
amostras de 50 equinos adultos (5-18 anos), machos e fémeas, da raca Quarto de Milha,
utilizando suabes com meio de conservacdo Stuart do sulco gengival e bochecha.
Primeiramente, a cavidade oral foi limpa com agua para injecao, e ap6s a colheita das amostras,
os animais foram divididos em grupo clorexidina (n=25) e grupo ozbénio (n=25). Em seguida, a
cavidade oral de cada equino foi lavada com 300 mililitros de solucéo de clorexidina 0,12%
utilizando seringa de enxague bucal. Apo6s cinco minutos, foi realizada nova colheita de
amostra. No grupo ozénio, foi utilizado agua para injecdo ozonizada na concentracdo de 100
pg/ml, apds cinco minutos foi realizada a colheita de uma nova amostra da cavidade oral. Para
obtenc¢éo da solugdo ozonizada, foi utilizado um equipo fazendo a ponte entre a bolsa e um
equipamento gerador de ozdnio através de um circuito fechado, pelo método de borbulhamento,
com fluxo de 0,125 ou 1/8L/min de oxigénio durante 16 minutos, em temperatura ambiente. A
solucdo ozonizada foi utilizada imediatamente apds a sua producdo. Os suabes foram
refrigerados e encaminhados até o laboratorio, onde apés diluicdo das amostras foi realizada a
contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC) e identificacdo dos microrganismos. Para
as anélises estatisticas, foi utilizado o teste t student ( P < 0,05). Houve diferenga na contagem
de UFC antes e ap0s o tratamento no grupo clorexidina, e apds tratamento entre o grupo
clorexidina e 0z6nio. Houve crescimento de gram positivos Staphylococcus coagulase negativa,
Streptococcus spp, seguidos por gram negativos Klebsiella spp, Escherichia coli, Psedomonas
spp, e células leveduriformes antes dos tratamentos, e apds tratamento o grupo clorexidina um
maior poder sob os géneros isolados. A clorexidina 0,12% tém poder antimicrobiano maior do
gue a agua para inje¢do ozonizada 100u/ml.

Palavras chaves: microbiota oral, ozénio, antimicrobiano, equinos.



ABSTRACT

The oral cavity is composed of an extensive microbiota, which in unbalance can cause diseases.
The emergence of bacteria increasingly resistant to drugs leads to constant research and
production of drugs. Chlorhexidine is an antimicrobial of choice for oral procedures, due to its
bacteriostatic and bactericidal action. Ozone, as an alternative therapy, is used due to its high
oxidative power. Oral diseases can cause sepsis, capable of leading the animal to death. Due to
these problems, there is a need for studies on the action of antimicrobials to obtain better oral
health and welfare of the animals. The present study aimed at comparing the antimicrobial
activity of chlorhexidine 0,12% and ozonated water for injection (100 w/ml) in the equine oral
cavity. Samples were collected from 50 adult horses (5-18 years old), male and female, of the
Quarter Horse breed, using Stuart preservation medium swabs from the gingival sulcus and
cheek. First, the oral cavity was cleaned with water for injection, and after sampling, the animals
were divided into chlorhexidine group (n=25) and ozone group (n=25). Then, the oral cavity of
each horse was rinsed with 300 milliliters of 0,12% chlorhexidine solution using a mouth rinse
syringe. After five minutes, a new sample was collected. In the ozone group, ozonated injection
water at a concentration of 100 pg/ml was used, and after five minutes a new sample was
collected from the oral cavity. To obtain the ozonated solution, a syringe was used between the
bag and an ozone generator equipment through a closed circuit, using the bubbling method,
with a flow of 0.125 or 1/8 L/min of oxygen for 16 minutes, at room temperature. The ozonated
solution was used immediately after its production. The suabes were refrigerated and sent to
the laboratory, where after dilution of the samples the colony forming units (CFU) were counted
and the microorganisms were identified. For the statistical analyses, the t student test was used
( P < 0.05). There was a difference in the CFU count before and after treatment in the
chlorhexidine group, and after treatment between the chlorhexidine and ozone groups. There
was growth of gram positive Staphylococcus coagulase negative, Streptococcus spp, followed
by gram negative Klebsiella spp, Escherichia coli, Psedomonas spp, and yeast cells before
treatments, and after treatment the chlorhexidine group a greater power over the isolated genera.
It is concluded that chlorhexidine 0,12% has a greater antimicrobial power than ozonated
injection water 100p/ml.

Key words: oral microbiota, ozone, antimicrobial, horses.
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INTRODUCAO

As superficies da cavidade oral sdo colonizadas por uma infinidade de
microrganismos, o quais encontram nos tecidos bucais meio favoravel a sua multiplicagéo.
Streptococcus spp., Bacillus spp., Actinobacillus spp., Fusobacterium spp. e Prevotella spp.
sdo algumas espécies que dominam a microflora cultivavel da cavidade oral equina
(BIENERT et al., 2003).

O perigo do desequilibrio da flora bacteriana reside no fato dessas bactérias
poderem penetrar na circulagdo sanguinea e provocar infecgfes sistémicas e em outros
Orgdos como coracéo, figado, rins e articulacbes (BIENERT et al., 2003; SANTOS et al.,
2014).

O estudo da microbiota oral dos equinos é importante uma vez que determinadas
afeccdes na cavidade oral, desencadeiam efeito cascata que pode levar a perda total dos
dentes até graves doencas sistémicas. Mesmo 0s procedimentos cirdrgicos ou a
odontoplastia podem ser portas de entrada desses microrganismos para a circulacdo
sanguinea, causando bacteremia, colonizacdo de outros 6rgdos e sepse, podendo levar o

animal a 6bito dependendo da severidade e o local de infecgdo (KERN, 2017).

De forma a minimizar a acumulacéo da placa bacteriana e as doencas associadas,
recomenda-se 0 uso de antissépticos orais. A clorexidina € a principal substancia quimica
utilizada para manutencdo da satde bucal, uma vez que sua acdo antibacteriana age contra
bactérias gram positivas e gram negativas, sendo eficaz contra o Streptococcus mutans,
agente iniciador da carie dentaria (ALMEIDA; BASTOS, 2001; HORTENSE et al., 2010).

O desenvolvimento de bactérias resistentes a antimicrobianos e a falta de novos
farmacos é um problema presente tanto na medicina quanto na medicina veterinaria
(GORDON, 2021).

Devido a resisténcia, sdo necessarias novas alternativas antimicrobianas, como a
ozonoterapia, para tratamento de afecgdes da cavidade oral. O emprego do 0zénio como
terapia no tratamento de enfermidades orais tem minimizado o percurso clinico de afeccdes.
O ozbnio apresenta alto potencial de oxidacdo quando utilizado como agente
antimicrobiano contra protozoarios, virus, bactérias e fungos, promovendo excelentes

resultados quando comparados a terapias convencionais. Essas caracteristicas justificam o



interesse crescente na ozonoterapia aplicada a odontologia (NAGAYOSHI, 2004; HUTH
etal., 2016).

Portanto, faz-se necessario mais estudos sobre novas alternativas antimicrobianas
devido ao desenvolvimento de resisténcia das bactérias aos comumente utilizados na
odontologia equina. Neste contexto, o objetivo do presente estudo, foi comparar o poder
antimicrobiano da &gua para injecdo ozonizada (100u/ml) e a clorexidina 0,12% na

cavidade oral de equinos.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito antimicrobiano da clorexidina 0,12% e solucdo de 4gua para injecao
ozonizada 100u/ml na cavidade oral de equinos.

OBJETIVO ESPECIFICO

- Identificacdo dos microrganismos presentes na cavidade oral dos equinos.

- Comparar o efeito antimicrobiano da clorexidina 0,12% e a solucéo agua para injecao
ozonizada na concentracdo de 100 pg/ml microbiota na cavidade oral de equinos.



HIPOTESE

HO: A agua para injecdo ozonizada (100w/ml) terd maior poder antimicrobiano do que a
clorexidina 0,12% na cavidade oral de equinos.



REVISAO DE LITERATURA

A odontologia equina ganhou substancialmente mais atencdo na medicina equina nas
Gltimas duas décadas. E vista como prética preventiva, no entanto, as enfermidades dentarias
frequentemente ndo sdo detectadas até que a doenca presente esteja avancada. Os sinais clinicos
podem estar ausentes ou serem sutis, como deixar cair alimentos parcialmente mastigados da
boca (HOLMSTROM et al., 2013).

Perda gradual da condicéo corporal devido a alimentacao ineficiente também pode ser
observada. Outros sinais como halitose, hiper salivacdo, relutdncia em alimentar-se e
embolsamento de alimentos bucais sdo alguns dos sinais clinicos observados em equinos
acometidos por doencas na cavidade oral (DIXON et al. 2008).

A domesticacdo e a estabulacdo dos equinos limitaram o tamanho das areas e o0 tempo
destinado ao pastejo, além de preestabelecer os horérios, quantidade, qualidade e o tipo do
alimento oferecido. Essa condi¢do de manejo ocasionou mudancas nos habitos, surgimento de
desequilibrios oclusais e da microbiota oral dos equinos (DITTRICH et al., 2010).

Tanto nos homens, quanto nos animais, as superficies da cavidade oral sdo colonizadas
por uma infinidade de microrganismos. Alguns fazem parte da microbiota normal, sendo outros
patogénicos, 0 quais encontram nos tecidos bucais um meio favoravel a sua multiplicacdo
(BIENERT et al., 2003).

O microbioma oral € um dos mais complexos do organismo animal, existindo varias
comunidades bacterianas, que se encontram bem-organizadas e estruturadas. As bactérias
desempenham papel fundamental na satde do paciente, uma vez que contribui ndo sé para o
desenvolvimento do sistema imunitario, como também possui aspetos prejudiciais para 0s seres
vivos (HE e SHI, 2009; SCANNAPIECO, 2013; WADE, 2013).

Embora o papel da cavidade oral como reservatorios para agentes patogénicos seja
minimizado na medicina moderna, eles sdo, no entanto, grande preocupacao, especialmente
para pacientes imunocomprometidos ou vulneraveis. Os antissépticos orais podem
desempenhar papel significativo na reducdo do risco de infec¢bes bacterianas apos
procedimentos clinicos na cavidade oral, e também podem ter importancia na reducdo da
gravidade das infeccOes periodontais cronicas (RAUTEMAA et al., 2007).

O processo patoldgico das doencas da cavidade oral tem inicio com a modificacédo das
populacbes da microbiota (ZHU et al., 2020). A superficie dental normalmente apresenta-se
envolta por pelicula adquirida, composta de glicoproteinas salivares e anticorpos, o que

proporciona aderéncia bacteriana, mecanismo inicial que ocasiona infec¢do (WILSON, 2001).



O acumulo de microrganismos na cavidade oral desencadeia a formacéo do que
séo conhecidos como biofilmes, que por sua vez d&o origem a doencas infecciosas como as
periodontites (BROOK, 2008).

Devido a origem multifatorial da doenca periodontal causa alteracdo nos
mecanismos de sustentacdo e manutencdo da denticdo. Sua gravidade, manifestacdo e
progressdo séo principalmente determinadas pela composic¢édo do biofilme, podendo ser
encontradas até 600 espécies de bactérias em uma unica analise bucal (BROOK, 2008).

A doenca dentaria € uma grande preocupacao para o bem-estar animal. A incidéncia
de doencas odontoldgicas graves como diastema, e doencas periodontais é alta, mas pouca
atencdo tem sido dada a essas condic¢des. De fato, € um problema comum que a maioria dos
equinos ndo receba exames odontoldgicos e tratamentos preventivos regularmente, seja por
razGes econdmicas dos tutores, falta de conhecimento da necessidade dos animais ou mesmo a
falta da assisténcia odontoldgica (ZHU et al., 2020).

As bactérias tém se mostrado como agentes causadores em doencas periodontais
felinas, caninas e humanas e, portanto, € altamente provavel que elas tenham papel fundamental
na patogénese também na espécie equina (SYKORA, 2014).

H& uma grande semelhanca entre a microbiota sub-gengival de equinos, e a microbiota
de homens, cées e gatos (KENNEDY, 2016). No decorrer do tratamento odontoldgico, as
bactérias orais podem penetrar na circulacdo sanguinea e, assim, causar bacteremia. A
bacteremia transitéria pode progredir para sepse ou, se as bactérias orais se estabelecerem em
outros 6rgdos, podem causar infecgdes em locais distantes, como endocardite, meningite e
abscessos cerebrais ou hepaticos (PARAHITIYAWA et al., 2009; KERN, 2017).

Essas potenciais complicacdes sao significativas quando se considera que a exodontia
é frequentemente realizada em pacientes idosos que tém risco significativamente maior de
infeccdo disseminada como resultado de condi¢cdes imuno-debilitantes (GLICKMAN et al,
2009).

Os locais especificos de residéncias dessas bactérias encontram-se principalmente em
superficies de tecidos duros, em vez de moles, uma vez que a afinidades pelos dentes,
principalmente na parte sub-gengival, € particularmente alta devido a impactacdo cronica de
alimentos, resultando em acumulacdo dessas bactérias, mais conhecida como placa
(DEWHIRST et al., 2010; GAO et al., 2016).

Sabe-se que antibioticos, administrados por via sistémica, sdo disponibilizados em sua

forma ativa, no fluido gengival e fluxo salivar, possibilitando, dessa forma, que essas drogas no



sulco gengival exercam efeito bactericida ou bacteriostatico sobre 0s microrganismos da placa
subgengival. Geralmente, quando ha condicdes, inicia-se a antibioticoterapia antes do
procedimento odontoldgico, devido a supremacia da profilaxia ao tratamento (OBEROI et al.,
2015).

Agentes antimicrobianos tém efeito direto na modulagéo da microbiota oral. Essas
substancias exercem sua atividade através de dois mecanismos de agdo (sozinhos ou em
combinacédo): efeito bacteriostatico - agem em bactérias adesivas primarias inibindo sua
proliferacdo e adesdo a superficie, diminuindo a proliferacdo microbiana, a qual ndo ira permitir
a ligacdo de outras bactérias ocultas, e efeito bactericida - eliminando espécies bacterianas ja
presentes (LIN et al., 2010).

A resisténcia dos microrganismos a medicamentos antimicrobianos tornou-se um
grande problema mundial, uma vez que pode afetar a sade humana, aumentando a exposicdo
a bactérias resistentes, devido ao uso inadequado e excessivo em animais domesticos. Devido
a essa resisténcia, varios adjuntos quimicos tém sido estudados para melhorar o resultado da
salde bucal (FAZOLI et al., 2020).

A clorexidina é a solucdo mais utilizada e pesquisada nos ultimos anos, que exibe
eficacia no controle de bactérias patogénicas na cavidade oral. Mesmo baixas concentraces
séo suficientes para retardar ou eliminar o crescimento bacteriano (HORTENSE et al., 2010).

Outros métodos alternativos ja estdo sendo estudados para o controle de
microrganismos na cavidade oral. A ozonoterapia na odontologia pode ser utilizada como
recurso benéfico de forma preventiva ou como tratamento de alteraces por conta de algumas
propriedades como a agdo antimicrobiana, analgésica, desintoxicante, imunoestimulante devido

a sua biocompatibilidade com tecidos orais (DAS, 2011).

CLOREXIDINA

A clorexidina é formada por dois anéis cloro fendlicos e dois grupos bis-biguanida,
unidos igualmente por cadeias de hexametilénica, e esta disponivel em trés formas quimicas:
diglutamato, acetato e hidrocloreto. A forma comercial mais comum é o digluconato, que tem
maior atividade devido a sua solubilidade, permitindo combinacado com &lcool (HORTENSE et
al., 2010).
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Figura 1: Estrutura quimica da clorexidina (Hortense et al,, 2010)

A clorexidina foi desenvolvida na década de 1950 como antisséptico dérmico para uso
em lesdes cutaneas, mas rapidamente ganhou popularidade em outras areas da medicina, como
obstetricia e ginecologia. Na odontologia, foi primeiramente utilizada como spray oral pré-
cirGrgico, e em endodontia. E atualmente o padrdo-ouro para antissépticos orais e um dos
compostos mais pesquisados em medicina dentaria (ANKOLA e al., 2008; KRAYER et, al.,
2010).

Tem amplo espectro de acdo sob os microrganismos, principalmente contra bactérias
gram positivas e gram negativas, aerobicas e anaerdbicas, leveduras, fundos, tendo varios
estudos que relataram sua eficacia contra o Streptococcus mutans agente iniciador da carie
dentaria, e sob virus, como o HIV, HBV e herpes simplex (ALMEIDA; BASTOS, 2001,
HORTENSE et al, 2010, MAYA, et al., 2011).

Seu mecanismo de acdo € direto nas membranas citoplasmaticas das bactérias,
ocasionando o extravasamento do &cido nucleico e potassio, porém sem eficacia contra 0s
esporos, mas caso seja submetida a altas temperaturas pode apresentar efetividade (BAMBACE
et al, 2003).

Suas varias formas de apresentacdo, sao focos de estudos, que avaliam os resultados
na diminuicdo do desenvolvimento da placa dentaria, no intuito de prevenir a doenca
periodontal e a carie. Em altas concentracfes, o efeito é bactericida, enquanto em baixas
concentragOes, o efeito é bacteriostatico (MATHUR et al, 2011; MAYA et al., 2011).

As solucdes em concentracdo de 0,12% a 0,2% sdo comumente utilizadas para
procedimentos odontoldgicos, inibindo o crescimento de bactérias como Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, e Streptoccus mutans (HORTENSE
et al, 2010).



Também é utilizado no tratamento pré-operatorio de feridas em uma concentragdo de
4%, diariamente porque ndo tem absorcéo pela pele. Para a desinfecgéo de instrumentos limpos,
sua concentracdo € de 0,05% imersa por 30 minutos, e na desinfeccdo de superficies, a
concentracdo de 2% a clorexidina, tem sido eficiente (BAMBACE et al, 2003, HERRERA et al,
2007).

Com sua habilidade antisséptica combinada com sua capacidade de ligar-se a
superficie oral e elimina-la lentamente, devido a interacdo eletrostatica, dos grupos com cargas
negativas existentes na cavidade bucal, atraidas pelas cargas positivas da clorexidina, ha
aumento na permeabilidade celular, o que leva a quebra do citoplasma e morte celular.
(HORTENSE et al, 2010).

A exposicao da cavidade oral a clorexidina por 60 segundos, ja é o suficiente para a
prevencdo da formacdo da placa e da gengivite superficial, com baixa toxicidade e minimos
efeitos colaterais (HORTENSE et al., 2010).

0zONIO

O gas ozonio (O3) é uma particula gasosa natural, constituido por trés atomos de
oxigénio, instavel que se converte rapidamente em oxigénio. Seu nome é derivado da origem
grega “ozein”, cheiro, devido ao seu forte odor (COSTANZO et al., 2015).

Encontrado naturalmente na atmosfera em forma gasosa pode ser produzido de duas
maneiras: naturalmente pelos raios ultravioletas do sol ou artificialmente por um gerador que
cria 0zonio a partir de oxigénio puro através de uma descarga elétrica com alta tensdo e alta
frequéncia, sua meia-vida é de aproximadamente 40 min a 25° C, e a partir desse tempo, se
decompbem em oxigénio em uma velocidade dependente da temperatura ambiente (BOCCI et
al., 2011).
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Figura 2: Producdo do Oz6nio (Noagles 2008)

Foi descoberto pelo alemdo Friedrich Christian Schénbein no ano de 1840, usado pela
primeira vez na Primeira Guerra Mundial, em soldados alemé&es para tratamento de gangrena
gasosa, devido seu forte efeito bactericida sobre o Clostridium (ZENG; LU, 2018). Desde entéo,
vem sendo frequentemente utilizado como modalidade terapéutica alternativa em varias
enfermidades que acometem os humanos e animais domésticos, além de ser um procedimento
economicamente acessivel (VENDRUSCRULO, 2018).

Apesar do fato de que a inalacdo de 0z6nio €é prejudicial aos pulmdes, outras formas
de uso tém mostrado alto valor terapéutico ao longo de um século de uso. O principal exemplo
é o fato de que é a Unica medicacdo que tem pouco ou nenhum efeito colateral quando usado
em doses terapéuticas (NAGAYOSHI, 2004).

Na medicina tal como na medicina veterindria, varias doencas estdo sendo tratadas
com a aplicacéo de gas oxigénio (O%), que auxilia na oxigenacio tecidual e reduz a inflamacao.
Inicialmente, 0 O® causa estresse oxidativo transitorio no corpo interagindo com os lipidios da
membrana citoplasmatica, e essa interacdo desencadeia a produgdo de antioxidantes endégenos,
melhorando a perfusdo local e a oxigenacdo do tecido, e reduzindo respostas inflamatorias
(BOCCl et al, 2011; ROSUL; PATSKAN, 2016; ZENG; LU, 2018).

Os metodos de administracdo direta de ozonio podem ser via subcutanea (SC),
intramuscular (IM), intra retal, instradiscal, intracavitaria (espacos peritonial e pleural),
intravaginal, intrauretral e vesical, e auto-hemoterapia ozonizada (BOCCI, 2011).

Na natureza, o ozbnio é o gas mais importante da estratosfera. Pode ser gerado

espontaneamente em tempestades com tormentas elétricas, e também em fumacas onde varias



substancias sob acdo da luz ultravioleta reagem com oxigénio e formam o ozonio (SAINI,
2011).

Diferente de outros produtos farmacéuticos, 0 0zonio necessita ser preparado proximo
ao local de sua utilizagé@o por seu limite de estabilidade, ou seja, volta a ser oxigénio em curto
espaco de tempo quando usado por vias parenterais ou diretamente em forma de gas. Misturado
com agua e 0leo é possivel utilizar topicamente em tempos mais prolongados (BOCCI et al.,
2011).

O ozbnio apresenta solubilidade em agua 50% superior a do oxigénio. Quando
dissolvido em &gua esterilizada ou pura, sua meia vida é de 9 a 10 horas em um pH=7 e a 20°C,
e a 0°C este valor pode praticamente duplicar (BOCCI e al., 2006).

As doses terapéuticas sdo segmentadas em trés tipos referentes a seu mecanismo de
acao, doses baixas: de 5 a 20 pg/ml tem acdo imunomoduladoras, bioestimuladoras e
reparadora, as doses médias: 25 a 35 pg/ml, também imunomoduladoras além de estimuladoras
do sistema enzimatico de defesa antioxidante, e doses altas: 40 a 60 pg/ml acdo antimicrobianas
e antibioticas, empregadas especialmente em Ulceras ou feridas infectadas (ESTRELA et al.,
2006).

Em aplica¢cBes odontoldgicas, com agua ou 0Oleo ozonizado, seu uso é indicado,
inibindo a formacao de “biofilme” bacteriano (VELANO et al., 2001). Amostras de placas
dentaria foram tratadas com 4 ml de &gua ozonizada por 10s-60s e foi observado que a
substancia é eficaz no combate de microrganismo orais gram positivos como Streptococcus
mutans e Actinomyces naeslundi e gram-negativos (NAGAYOSHI et al., 2004, JOHANSSON
et al., 2009).
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CLOREXIDINA E SUPERIOR A AGUA OZONIZADA NA REDUCAO DA
MICROBIOTA DA CAVIDADE ORAL DE EQUINOS

RESUMO

H& uma microbiota diversificada presente na cavidade oral. Devido ao surgimento bactérias
resistentes a medicamentos, hd uma constante necessidade de estudo e produgdo de novos
farmacos. A clorexidina é um produto usado para diminuir microbiota oral sendo empregada
em diversas areas da salde, veterinaria, farmacéutica e alimenticia. O 0zénio, vem ganhando
espaco como terapia alternativa, devido ao seu poder oxidativo, e acdes bactericidas, fungicidas
e viricidas. As bactérias da cavidade oral podem entrar na corrente sanguinea e causar
bacteremia, sepse, capaz de levar o animal a 6bito. Devido a estes problemas, ha uma
necessidade estudos sobre a acdo dos antimicrobianos para se obter uma melhor saude bucal e
bem-estar dos animais. O presente trabalho teve como objetivo a comparacdo da atividade
antimicrobiana da clorexidina 0,12% e agua para inje¢do ozonizada (100u/ml) na cavidade oral
equina. Foram colhidas amostras de 50 equinos adultos (5-18 anos), machos e fémeas, da raca
Quarto de Milha, utilizando suabes com meio de conservacdo Stuart do sulco gengival e
bochecha. Primeiramente, a cavidade oral foi limpa com &gua para injecdo, e ap0s a colheita
das amostras, os animais foram divididos em grupo clorexidina (n=25) e grupo 0z6nio (n=25).
Em seguida, a cavidade oral de cada equino foi lavada com 300 mililitros de solugcéo de
clorexidina 0,12% utilizando seringa de enxague bucal. Ap6s cinco minutos, foi realizada nova
colheita de amostra. No grupo ozbnio, foi utilizado &gua para injecdo ozonizada na
concentracdo de 100 pg/ml, apo6s cinco minutos foi realizada a colheita de uma nova amostra
da cavidade oral. Para obtencéo da solugéo ozonizada, foi utilizado um equipo fazendo a ponte
entre a bolsa e um equipamento gerador de 0z6nio através de um circuito fechado, pelo método
de borbulhamento, com fluxo de 0,125 ou 1/8L/min de oxigénio durante 16 minutos, em
temperatura ambiente. A solucdo ozonizada foi utilizada imediatamente ap0s a sua producéo.
Os suabes foram refrigerados e encaminhados até o laboratorio, onde ap6s diluicdo das amostras
foi realizada a contagem das unidades formadoras de colénias (UFC) e identificacdo dos
microrganismos. Para as analises estatisticas, foi utilizado o teste t student (P<0,05). Houve
diferenca na contagem de UFC antes e apds o tratamento no grupo clorexidina, e apds
tratamento entre o grupo clorexidina e ozbnio. Houve crescimento de gram positivos
Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus spp, seguidos por gram negativos Klebsiella
spp, Escherichia coli, e Psedomonas spp, e células leveduriformes, leveduriformes antes dos
tratamentos, e apos tratamento o grupo clorexidina um maior poder sob o0s géneros isolados. A
clorexidina 0,12% tém poder antimicrobiano maior do que a &gua para injecdo ozonizada
100pw/ml.

Palavras chaves: cavidade oral, ozonio, antimicrobiano, equinos



ABSTRACT

There is a diverse microbiota present in the oral cavity. Due to the emergence of drug-resistant
bacteria, there is a constant need for study and production of new drugs. Chlorhexidine is a
product used to reduce oral microbiota and is used in several areas of health, veterinary,
pharmaceutical and food. Ozone is gaining space as an alternative therapy, due to its oxidative
power, and bactericidal, fungicidal, and viricidal actions. Bacteria from the oral cavity can enter
the bloodstream and cause bacteremia, sepsis, capable of leading the animal to death. Due to
these problems, there is a need for studies on the action of antimicrobials to obtain better oral
health and welfare of animals. The present work aimed at comparing the antimicrobial activity
of chlorhexidine 0.12% and ozonated water for injection (100u/ml) in the equine oral cavity.
Samples were collected from 50 adult horses (5-18 years old), male and female, of the Quarter
Horse breed, using Stuart preservation medium swabs from the gingival sulcus and cheek. First,
the oral cavity was cleaned with water for injection, and after sampling, the animals were
divided into chlorhexidine group (n=25) and ozone group (n=25). Then, the oral cavity of each
horse was rinsed with 300 milliliters of 0,12% chlorhexidine solution using a mouth rinse
syringe. After five minutes, a new sample was collected. In the ozone group, ozonated injection
water at a concentration of 100 pw/ml was used, and after five minutes a new sample was
collected from the oral cavity. To obtain the ozonated solution, a syringe was used between the
bag and an ozone generator equipment through a closed circuit, using the bubbling method,
with a flow of 0.125 or 1/8 L/min of oxygen for 16 minutes, at room temperature. The ozonated
solution was used immediately after its production. The suabes were refrigerated and sent to
the laboratory, where after dilution of the samples the colony forming units (CFU) were counted
and the microorganisms were identified. For the statistical analyses, the t student test was used
(P<0.05). There was a difference in the CFU count before and after treatment in the
chlorhexidine group, and after treatment between the chlorhexidine and ozone groups. There
was growth of gram positive Staphylococci coagulase negative, Streptococcus spp, followed by
gram negative Klebsiella spp, Escherichia coli, and Pseudomonas spp, and yeast, yeast cells
before treatments, and after treatment the chlorhexidine group a greater power over the isolated
genera. That chlorhexidine 0.12% has greater antimicrobial power than ozonated injection
water 100p/ml.

Key words: oral cavity, ozone, antimicrobial, equine



INTRODUCAO

A crescente preocupacdo com a saude bucal equina é motivada principalmente pelo
impacto direto das infec¢Ges dentarias no desempenho e na longevidade dos animais (KLUGH,
2005), bem como sua associacdo com infeccdes localizadas ou doencas infecciosas graves
(BROOK, 2008).

A microbiota intraoral bacteriana é fisicamente diversificada, a colonizacéo inicial é
gram-positiva facultativa, seguida por gram-negativa, € uma colonizagdo secundaria com
bactérias gram-negativo anaerdbicas estritas ocorrem & medida que as lesdes avancam
(LINDHE, 2003).

No transcorrer de tratamento dentarios, as bactérias orais circulantes podem entrar na
circulacdo sanguinea, e consequentemente causar bacteremia (TAKAI et al., 2005).

A ocorréncia de bacteremia transitdria é relatada na medicina desde 1930 durante
manipulacdes e tratamentos dentarios. Principalmente durante a extracao dentaria, a qual tem
maior poder de inducdo da bacteremia, podendo progredir para sepse e causar infeccbes em
locais distantes (KERN, 2017)

A clorexidina € a solucdo mais utilizada e pesquisada nos ultimos anos na odontologia,
devido a sua eficacia na acdo antibacteriana, boa estabilidade, baixa toxicidade e por possuir
boa penetracdo (HORTESE et al, 2010, MOREIRA et al, 2010).

Uma das maiores ameacas a salde de humanos e animais € o desenvolvimento de
microrganismos resistentes a acdo de drogas antimicrobianas e desinfetantes. Embora os
incentivos para o desenvolvimento de novas drogas eficaz no controle de microrganismos,
novas alternativas vém sendo estudadas, como a utilizacao da ozonioterapia (PANDISELVAM
etal., 2017).

Ozonio tem sido estudado em medicina e ciéncias biol6gicas por décadas, tornando-
se um agente terapéutico versatil que auxilia no tratamento de vérias doengas (BOCCI, 2011).
Além disso, devido a suas propriedades germicidas, promove a destruicdo de espécies
microbianas e atualmente é utilizada em uma variedade de campos (PANDISELVAM, 2018).

Ha diversas formas de se empregar 0 0z6nio, entretanto, as de maior interesse a area
odontoldgica sdo: gas 0zénio, agua ozonizada, e 6leo ozonizado (DAS, 2011).

O objetivo do presente estudo, foi comparar o poder antimicrobiano da agua para

injecdo ozonizada e a clorexidina a 0,12% na cavidade oral de equinos.



MATERIAS E METODOS

COMITE DE ETICA
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), sob niumero de protocolo 9291131221.

LOCAL
O experimento foi realizado no Haras da Mata JW na cidade Patos de Minas-MG,
Latitude: -18.5721 Longitude: -46.4432

ANIMAIS
Foram selecionados 50 equinos, adultos (5-18 anos), machos e fémeas, da raga Quarto
de Milha que ndo receberam nenhum tratamento com antimicrobianos e nenhum tratamento

odontoldgico por um periodo de pelo menos oito semanas.

ALIMENTACAO
Os animais eram criados em sistema intensivo, e recebiam trés quilos de ragédo
granulada melacada dividida em duas vezes ao dia, 20kg de feno tifton 85 a vontade por dia, e

20kg de silagem de milho divido em duas vezes ao dia, e 4gua ad libitum.

SOLUCAO DE AGUA DE INJECAO OZONIZADA

Foi utilizada solucdo de injecdo comercial acondicionada em bolsas com conteudo de
1.000mL em sistema fechado.

Para obtengdo da solugdo ozonizada, foi utilizado a concentragcdo de 100 pg/ml,
ozonizada através de um circuito fechado, pelo método de borbulhamento, com fluxo de 0,125
ou 1/8L/min de fluxo de oxigénio e o dosador na posicdo 8 durante 16 minutos, com equipo
fazendo a ponte entre a 4gua para injecio e o equipamento gerador de ozénio (Ozone & Life®)

em temperatura ambiente.

CLOREXIDINA 0,12%

Foi utilizada solucao de clorexidina 0,12% adquirida comercialmente (Riohex Gard
0,12% ®).



DESING DO ESTUDO

Primeiramente foi realizada a limpeza da cavidade oral utilizando solucéo estéril de
agua para injecdo comercial; utilizando seringa de enxague bucal de 300ml (Ortovet), para a
retirada de restos de alimentos.

A colheita de amostras foi por meio de haste flexivel descartdvel com pontas de
algodéo esterilizadas (suabes) com meio de conserva meio Stuart do sulco gengival dos dentes
pré-molares inferiores e bochecha, do lado esquerdo, apos abertura da boca por lateralizacdo da
lingua.

Ap0s a primeira colheita, os animais foram divididos em grupo clorexidina e grupo
0zonio contendo 25 animais em cada grupo.

No grupo clorexidina foi realizada a limpeza com clorexidina 0,12%, utilizando
seringa de enxague bucal de 300ml (Ortovet), apds cinco minutos, foi realizada nova colheita.

No grupo ozbnio, foi utilizado solucdo de dgua de injecdo ozonizada na concentragdo
de 100 pg/ml, obtido apds 16 minutos de borbulhamento. Logo apds o preparo da solugéo, foi
realizado o mesmo procedimento anteriormente relatado.

Foram utilizadas trés seringas de enxague bucal de 300ml, sendo uma para cada
solucdo (solugdo de &gua de injecdo pura, clorexidina, e &gua de solucdo de injecdo ozonizada).
Foi realizada a desinfeccdo das seringas a cada animal, deixando-as mergulhadas por cinco
minutos em 10g solucdo desinfetante (Virkon® S) diluidos em dois litros de 4gua morna, para
gue ndo ocorresse contaminacgdo entre 0s animais.

Os suabes foram armazenados sob refrigeracéo até serem levados para o Laboratério
de Patologia Clinica do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM) para o

processamento das amostras.

ANALISES DE AMOSTRAS

Identificacdo

Para a identificacdo dos microrganismos, o material foi inoculado nos meios Agar
Sangue e MacConckey, ambos incubados a 35°C (+ 2°C) por 24 horas, sendo o0 primeiro em
restricdo de oxigénio (Jarra de Anaerobiose).

Ap0s esse periodo foi analisado o crescimento dos microrganismos fazendo a triagem
por meio da coloracdo de gram com subsequente analise em microscopio optico. As colonias

que apresentaram crescimento de células leveduriformes foram assim descritas.



As gram positivas foram submetidas a prova da catalase e, com as que manifestaram
positividade, foram realizadas, ainda, a prova da coagulase. As que se mostravam gram

negativas foram identificadas com o auxilio do sistema EPM-MILI-CITRATO®.

Contagem de Unidades Formadoras de Colonias

Para a contagem de unidades formadora de colbnia (UFC), os suabes foram
adicionados em micro tubos contendo 500 microlitros de solucdo salina a 0,85%.

Ap0s agitacdo de cinco minutos em vortex, a solucdo salina contendo o inoculo foi
diluida na base de 10, variando de 1/10 ou 10-%, 1/100 ou 10-2, 1/1.000 a 10-3.

Aproximadamente 10 microlitros de cada solucdo foi entdo inoculado em placas de
agar Brain Heart Infusion (BHI, Difco Laboratories, EUA), e suplementado com 5% de sangue
ovino utilizando alca de Drigalski. A contagem foi realizada com 24-48 horas apds a
inoculacdo. Todas as coldnias foram contadas e as placas contendo entre 30 e 300 colénias

foram consideradas validas para o calculo final em UFC (unidades formadoras de colnia) total.

ANALISE ESTATISTICA

Para a anélise estatistica, foi utilizado o teste t student do programa The SAS
Systems The GLM Procedure com nivel de significancia de probabilidade de 95% (P <
0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados a partir das amostras, cocos gram-positivos, sendo Staphylococcus
coagulase negativa, e Streptococcus spp. Juntamente, foram isolados cocos gram-negativos,
representados pelo género Klebsiella spp., Escherichia coli, Pseudomonas spp, residentes na

regido da gengiva equina (Tabela 1).

Tabela 1: Frequéncia das bactérias identificadas na cavidade oral de equinos adultos da raca Quarto de Milha
criados em regime intensivo.

Género Antes do Tratamento Apos Tratamento
Clorexidina Oz6nio Clorexidina ~ Oz6nio
Staphylococcus coagulase 25/25 25/25 20/25 24/25

negativa




Streptococcus 2/25 - 1/25 -

Klebsiella 17/25 17/25 6/25 14/25
Escherichia coli 23/25 22/25 6/25 22/25
Pseudomonas 1/25 1/25 - 1/25
Células Leveduriformes 8/25 13/25 3/25 13/25

O crescimento de gram positivos do género Staphyloccocus coagulase negativa foi de
100% (25/25) de coldnias presentes nas amostras examinadas, antes do tratamento em ambos
0s grupos. No grupo clorexidina (GC) e grupo ozbnio (GO), com pequena queda apds
tratamento, houve presenca em 80% (20/25) dos animais no grupo clorexidina e 96% (24/25)
no grupo ozonio (Figura 3).
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Figura 3: Frequéncia de isolamento das bactérias do género Staphylococcus coagulase negativa da cavidade oral
de equinos antes e apds tratamento com clorexidina e ozonio.

Bactérias do género Staphylococcus coagulase negativa foram predominantemente
encontradas nas amostras coletadas antes do tratamento nos grupos clorexidina e 0zénio. Esses
achados séo consistentes com os relatados na literatura sobre microbiota oral humana, onde as
espécies de Staphylococcus colonizam entre 90 e 94% dos adultos saudaveis (PERCIVAL et
al., 1991; ELLIOTT, 2005), sendo a espécie Staphylococcus epidermidis o principal agente
associado com as infecc@es, especialmente com a bacteremias (CUNHA et al., 2002; CHANG,
2003).



O gram positivo Streptococcus spp, foi identificado em apenas 2/25 (8%) dos animais
observados do GC antes do tratamento (Figura 4), e apés tratamento em apenas 1/25 (4%), esse

género bacteriano ndo foi isolado antes nem apos tratamento no GO.
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Figura 4: Figura 3: Frequéncia de isolamento das bactérias do género Streptococcus spp. da cavidade oral de
equinos antes e ap6s tratamento com clorexidina e ozonio.

O isolamento de microrganismos, particularmente Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp., que sdo agentes associados a varias doencas em humanos e animais,
confirmaram e demonstraram semelhanca com a microbiota oral humana. Da mesma forma que
tais microrganismos séo considerados transitivos da cavidade oral, sua frequente presenca, pode
ser apontada como potencial fonte de infeccdo, sendo sugerido melhor avaliacdo ndo apenas de
animais saudaveis clinicamente (ELLIOTT, 2005).

Bactérias gram negativa do género Escherichia coli tiveram crescimento significativo
em ambos os grupos, GC e GO, estando presente em 92% (23/25) e 88% (22/25) dos animais
nos grupos respectivamente. Apos tratamentos, o crescimento bacteriano foi inferior aos de
antes do tratamento, o género Escherichia coli presente em 24% (6/25) no grupo clorexidina e

56% (14/25) das amostras analisadas no grupo ozdnio pds-tratamento (Figura 5).
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Figura 5: Frequéncia de isolamento das bactérias do género Escherichia coli da cavidade oral de equinos antes
e apos tratamento com clorexidina e ozonio.

Um dos principais patégenos da familia Enterobacteriaceae é a Escherichia coli, o qual
foi encontrada em 80% das amostras analisadas. Essa alta porcentagem provavelmente é devido
esses microrganismos ter a colonizacdo no trato digestivo de mamiferos logo apds o
nascimento, e persistirem como membro importante da microbiota normal (QUINN et al, 2005).

E também fatores predisponentes que permitem a colonizagdo, tornando assim o0s
animais mais susceptiveis ao desenvolvimento da doenga clinica, como idade, estado
imunolégico, natureza da dieta e grande exposicdo a linhagens patogénicas (QUINN et al,
2005).

Bactérias do género Klebsiella spp. foram isoladas em 68% (17/25) no GC e em 68%
(17/25) no GO antes do tratamento, ap6s o tratamento foi isolado em apenas 24% (6/25) no GC,

e no grupo ozoénio, 56% (14/25) (Figura 6).
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Figura 6: Frequéncia de isolamento das bactérias do género Klebsiella spp da cavidade oral de equinos antes e
apos tratamento com clorexidina e ozdnio.

A Klebsiella spp., € uma bactéria oportunista, da familia Enterobacteriaceae, que é
encontrada como causadora de mastite em vacas, penetram nas glandulas mamarias através da
serragem utilizada como “cama” (QUINN et al., 2005). Podendo estar presente na cavidade oral
nos animais estudados, devido ao uso do mesmo componente como “cama” nas baias onde sdo
instalados.

O género Pseudomonas spp. esteve presente em 1/25 (4%) em ambos 0s grupos antes
dos tratamentos. Esse género ndo foi isolado no grupo clorexidina apés tratamento. Entretanto,

no GO, esteve presente em 4% (1/25) dos animais. (Figura 7).
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Figura 7: Frequéncia de isolamento das bactérias do género Pseudomonas spp da cavidade oral de equinos antes
e apos tratamento com clorexidina e ozonio.

Pseudomonas sdo microrganismos ambientais, presente tanto na agua quanto no solo,
gue entram no organismo através de feridas, ou por inalacdo. Bactérias gram negativas, como
a Pseudomonas aeruginosa, frequentemente sdo menos susceptiveis aos antissépticos e
desinfetantes que bactérias gram positivas. Isso pode acontecer, devido a presenca de
componentes na membrana externa dessas bactérias, incluindo o lipopolissacarideo. A qual é
ausente nas bactérias gram positivas (NIKAIDO, 2003).

As células leveduriformes em 32% (8/25) no GC, com crescimento menor ap0s
tratamento sendo isolados em 12% (3/25) no grupo clorexidina, e 52% (13/25) no GO, no
momento antes do tratamento e apds tratamento (Figura 8).
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Figura 8: Frequéncia de isolamento das bactérias do género Células Leveduriformes da cavidade oral de equinos
antes e ap6s tratamento com clorexidina e ozonio.

Os fungos também fazem parte do habitat oral, mas devido a competicdo com as
bactérias, associadas aos mecanismos de defesa do organismo, eles se mantem em equilibrio na
microbiota oral, podendo ocasionar doengas em pacientes com imunossupresséo, estressados
ou debilitados (QUINN, 2005).

Os resultados, com o uso da clorexidina a 0,12% demonstram crescimento de
microrganismos antes e ap6s tratamento, dos quais pos-tratamento houve maior efetividade na
redugdo das UFC’s (Figura 9).

Segundo Kluk (2016), pequenos agrupamentos de sais de clorexidina séo suficientes
para retarda ou eliminar o crescimento bacteriano.

A clorexidina devido a sua alta afinidade com a parede celular do microrganismo induz
mudancas na superficie dessa estrutura, resultando em perda do equilibrio osmético e
precipitagdo do citoplasma. Além disso, a clorexidina se liga a superficies anidnicas da cavidade
bucal e é entdo liberada gradualmente, continuando assim a sua atividade bacteriostatica
(ARAUJO, et al., 2001).

Entretanto no grupo ozoénio, tanto, antes do tratamento quanto, apos, a efetividade da
redu¢do das UFC’s foi menor (Figura 9). Entretanto, Deboni (2009), afirma, que a agua
ozonizada tem potencial de ser utilizada na reducdo de infecgdes causadas por microrganismos

bucais, pelo seu efeito bacteriano, na reducédo da placa bacteriana.



Em comparacdo pos tratamento dos grupos clorexidina e 0zénio, houve uma reducéo
significativa da UFC dos individuos, e através da andlise descritiva pode ser observado que o
grupo clorexidina apresentava uma mediana antes em torno de 147 e o grupo 0zonio uma
mediana de 300 (Figura 9).
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Figura 9: Contagem das unidades formadoras de colbnias (UFC) da cavidade oral de equinos antes e ap6s o
tratamento com clorexidina 0,12% e 0zdnio a 100 p/ml.

A estabilidade do ozdnio em agua decresce quando o pH do meio aumenta, quando
superior a 8,0 praticamente metade do ozdnio introduzido é decomposto em varias formas
intermedias ao oxigénio, a temperatura abaixo de 20° C tambeém determina a durabilidade do
oz6nio dissolvido, pois o frio estabiliza a molécula (KIM et al., 2003; BOCCI, et al., 2006). A
agua para injecdo tem pH 5,0 a 7,0, porém retém menos 0z6nio, mas ainda ¢ indicada para o
processo de ozonizacdo (KIM et al., 2003). No presente trabalho, a 0zonizacao foi realizada em
temperatura ambiente, com temperatura elevada 28° C, o que pode ter influenciado ao néo
sucesso da dgua para injecdo ozonizada no trabalho.

O oz6nio apresenta atividade bactericida contra bactérias gram negativas (Tordiglione
et al., 2014) e positivas (Zhang et al., 2016). Nossos resultados demonstram pouco efeito
bactericida do ozonio em bactérias gram positivas ou negativas.

O ozbnio atua nas membranas das celulas bacterianas, por oxidacdo de seus
componentes lipidicos e lipoproteicos, tornando os esporos defeituosos na germinagéo, devido
aos danos na membrana interna (BOCCI, 2006).

A clorexidina foi eficiente comparada a agua ozonizada 100 pw/ml em acéo

antimicrobiana de aglomerados bacterianos da cavidade oral de humanos (SARTIM, 2005).



Essa discrepancia de resultados pode ser justificada, pelo fato que a clorexidina é o
padrdo ouro de solugdo antimicrobiana utilizada para tratamento de cavidade oral, sendo assim
um produto especifico para tal uso (HORTENSE, 2010).

A 4gua de injecdo ozonizada apresenta rapida degradacdo, perdendo rapidamente a
acao antimicrobiana (NAGAYOSHI et al., 2004).

A clorexidina preveni o acumulo de placa e periodontite (LOE, 1976) e reduz a
bacteremia antes do tratamento odontoldgico. Maya et al., (2011) descrevem que a clorexidine
0,2% pode ser empregada como complemento da antibioticoterapia profilatica em pacientes de
risco.

Novos estudos sdo necessarios para verificar a efetividades da agua ozonizada como
solucdo antimicrobiana da microbiota oral abordando um método de ozonizacao, e as diferentes

concentragdes, podem variar de 40-120 pg/ml (HUTH, 2006).



CONCLUSAO
A clorexidina 0,12% é mais eficiente na reducdo da microbiota da cavidade oral de

equinos em comparagdo com a dgua para injecdo ozonizada (100u/ml).
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