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RESUMO

FRANCA, A. P. Estudo microbioldgico e histopatolégico da glandula mamaria
de caprinos tuberculina positivo. [Microbiological and hystophatlogical study on
mammary gland of tuberculin text in goats]. 2010. 160 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2010.

Até recentemente acreditava-se que a tuberculose em caprinos fosse uma
enfermidade rara, o que levou ao errdbneo conceito de que esses animais fossem
resistentes ao Mycobacterium bovis. Este trabalho tem por objetivo verificar se
houve processo inflamatorio da glandula mamaria devido a agentes de mastite ou a
presenca de Mycobacterium, comparar a frequéncia de isolamento pelo teste de
Zielh-Neelsen nas amostras de leite e dos fragmentos de glandula mamaria de
caprinos tuberculina positivo e verificar lesbes encontradas na glandula mamaria
com frequéncia semelhante aos isolados pelo teste de Zielh-Neelsen em caprinos
tuberculina positivo. Os animais deste experimento foram provenientes de um surto
de tuberculose em caprinos ocorrido numa propriedade localizada em Bueno
Brandao (Minas Gerais), totalizando 68 animais. Os resultados encontrados foram
obtidos através da analise dos testes de Tamis e California Mastitis Test em relagao
ao exame microbiolégico tanto da glandula mamaria quanto do leite. Através do
isolamento bacteriolégico obteve-se 64 (98,46%) amostras para Staphylococcus ssp
e apenas 1 (1,54%) para Corynebacterium ssp. Na glandula mamaria, dos seis
isolamentos obtidos todos eram Staphylococcus ssp. Com os resultados
apresentados pelo isolamento microbiolégico da glandula mamaria concluiu-se que
independente da espécie, o Staphylococcus ssp é o agente de maior frequéncia
entre os isolados sendo o maior responsavel pela mastite intramamaria em caprinos.
Das 116 amostras de leite semeadas nos tubos de Stonebrink e Lowenstein-
Jensem, foram isolados 5 (4,31%) de amostras de leite positivas ao teste de Zielh-
Neelsen. Dos 60 fragmentos de glandula mamaria semeados nos meios de
Stonebrink e Lowenstein-Jensem, isolou-se apenas um tubo no meio de Stonebrink,
perfazendo um frequéncia de 1 (1,66%) amostra de glandula mamaria, o que € um

indicativo que seja M. bovis, pois 0 meio de Stonebrink € um meio de elei¢do para o



seu crescimento, utilizado para isolar o M. bovis. Estes fragmentos de glandula
mamaria que foram submetidos a analise histopatoldgica pelas coloragbes de
hematoxilina-eusina e Zielh-Neelsen, apresentaram lesdes na glandula mamaria de
cabras tuberculina positivo, 7 (11, 66%) de achados de lesbes causadas por M.
bovis na glandula mamaria, e 18 (30,00%) processos de reparo. Pela anadlise
histolégica dos fragmentos de glandula mamaria todos apresentaram processo
inflamatorio na regido intersticial da glandula, sendo um indicio de mastite cronica.
Concluiu-se que: o processo inflamatorio da glandula mamaria ndo estava associado
a presenga de Staphylococcus ssp, mas ao estagio de secagem dos animais, pelo
resultados do teste de Zielh-Neelsen no leite e nos fragmentos de glandula mamaria
positivos, pode-se utilizar qualquer um dos métodos para verificar a frequéncia de
isolamento de microrganismos em animais tuberculina positivo, a frequéncia de
processo granulomatoso nas glandulas mamarias dos animais estudados foi
semelhante estatisticamente, tanto a frequéncia do testes de Zielh-Neelsen no leite,
quanto nos fragmentos de glandula, porém quando se considerou a frequéncia do
processo de reparo comparada com a frequéncia do teste de Zielh-Neelsen no leite
e no fragmento da glandula houve diferenga significante, portanto a frequéncia de
processo na glandula mamaria de animais tuberculina positivo € superior a

frequéncia do teste de Zielh-Neelsen no leite e na glandula mamaria.

Palavras-chave: Mycobacterium bovis. Caprinos. Glandula mamaria. Tuberculose.

Zoonose.



ABSTRACT

FRANCA, A. P. Microbiological and hystophatlogical study on mammary gland
of tuberculin text in goats. [Estudo microbiolégico e histopatolégico da glandula
mamaria de caprinos tuberculina positivo]. 2010. 160 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2010.

Until recently it was believed that caprine tuberculosis was a rare infirmity leading to
the wrong agreement that these animals were resistant to Mycobacterium bovis. This
study aims to: verify if there was inflammatory process of the mammary gland caused
by mastitis agents or the presence of Mycobacterium; compare the frequency of
isolation by the Zielh-Neelsen’s test in the milk samples and fragments of caprine
mammary gland tuberculin positive, verify if the lesions found in the mammary gland
present similar frequency to the ones isolated by the Zielh-Neelsen’s test in
tuberculin positive caprine. The animals used in this experiment came from an
outbreak of tuberculosis in caprine that occurred in a property located at the city of
Bueno Branddo (Minas Gerais), totalizing 68 animals affected. The results were
obtained through the analysis of the Tamis and California Mastitis Tests in relation to
the microbiologic exam of, both, mammary gland and milk. By the bacteriological
isolation it was obtained 64 (98,46%) samples for Staphylococcus ssp and only 1
(1,54%) for Corynebacterium sp. Of the 64 (98,46%) identified milk samples, from the
genus Staphylococcus ssp.. In the mammary gland, of the 6 isolations obtained all
were Staphylococcus ssp.. With the results shown by the microbiological isolation of
the mammary gland, it is possible to conclude that, independently of the species, the
Staphylococcus ssp is the agent of greater frequency among those which were
isolated, being the major responsible for the caprine intramammary mastitis. Of the
116 milk samples cultured in the Stonebrink and Lowenstein-Jensem tubes, were
isolated 5 (4,31%) milk Zielh-Neelsen positive samples. Of 60 mammary gland
fragmentes cultured, in total, in the Stonebrink and Léwenstein-Jensem media, it was
isolated only 1 tube in the Stonebrink medium, accomplishing a frequency of 1
(1,66%) samples of mammary gland, which indicates that it was M. bovis. This

conclusion was possible because the Stonebrink medium is a way of selection to its



growth, used to isolate the M. bovis. Of the 60 mammary gland fragments which were
submitted to the histopathological analysis by the coloration of hematoyilin-eosin and
Zielh-Neelsen and that showed mammary gland lesions of caprine tuberculin
positive, 7 (11,66%) of the lesions were caused by M. bovis in the mammary gland,
and 18 (30,00%) underwent repair process. By the histological analysis of the 60
mammary gland fragments, all presented inflammatory process in the interstitial
region of the gland, which indicates cronic mastitis. Of 30 lung fragments, in total,
sent to the histopathological diagnostic, it were submitted to hematoxylin-eosin (HE)
and Zielh-Neelsen (ZN) colorations, 4 (13,33%) lesions typical tuberculosis lesions.
From the results shown above, it is possible to conclude that: the inflammatory
process of the mammary gland was not associated to the presence of
Staphylococcus ssp (predominant microorganism of the positive culture) but in fact to
the drying stage of the animals; from the results of the ZN test in the milk and positive
mammary gland fragments, it is possible to use any of the methods to verify the
isolation frequency of microorganism turberculin positive animals; the frequency of
granulomatosus process in the mammary gland of the studied animals were
statistically similar, in ZN tests frenquency in milk as much as the ZN tests’ in the
gland fragments, however when considering the frequency of repair with the
frequency of the ZN tests in the milk and in the gland fragments there was significant
differences, and so, the process frequency in the mammary gland of tuberculin
positive animals is greater than the frequency of the ZN tests in the milk and in the

mammary gland.

Keywords: Mycobacterium bovis. Caprine. Mammary gland. Tuberculosis. Zoonosis.
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1 INTRODUCAO

As zoonoses sao enfermidades que representam uma ameaga importante
para a saude humana e animal em todo mundo. Sdo naturalmente transmissiveis
entre os animais vertebrados e o homem (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1967). Apesar da adocao de medidas que controlam as enfermidades e da ampla
cobertura dos servigos de saude, estas zoonoses continuam registrando elevadas
taxas de ocorréncia nas zonas rurais e urbanas em diversos paises. Sdo prevalentes
em numerosas espécies animais das quais o homem se alimenta.

As zoonoses podem apresentar um grande impacto econdmico em paises
onde a exportagdo assegura a estabilidade econdbmica, na qual depende
diretamente na confiabilidade de alimentos livres das enfermidades. Desse modo, as
enfermidades zoonoéticas, apresentam estreita relacdo entre a saude publica,
ambiente e o bem estar socio-econémico (ACHA; SZYFRES, 1984). A tuberculose é
uma dessas zoonoses, destacando-se como uma enfermidade de distribuicdo
mundial, cuja ocorréncia sofre variagdo por regido e pais, sendo considerada uma
antropozoonose e também uma zooantropozoonose.

Em todo o mundo a tuberculose é tida como a principal causa de morte
provocada por um unico agente, tem sido considerada como um flagelo da
humanidade. A cada segundo, uma nova pessoa € infectada por esse agente.
Estima-se que um tergo da populagdo mundial albergue o bacilo de Koch, e que de 5
a 10% desses individuos irdo desenvolver a doenca ou se tornar infectantes em
algum momento de suas vidas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002). Alguns
fatores estdo modificando a epidemiologia dessa enfermidade no homem, entre os
quais deve-se destacar a epidemia da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), que se fez notar mundialmente no aumento do numero de casos da
tuberculose ativa; e o aparecimento de cepas multidroga-resistentes, devido a
tratamentos inadequados ou incompletos. Atualmente o principal receio desta
doenca € a possibilidade dela se tornar incuravel devido ao aparecimento de cepas
resistentes as drogas antituberculosas (FESTENSTEIN; GRANGE, 1991;
DARBORN; GRANGE, 1993; COLLINS, 1994; FONTAINE, 1994; ZACARIAS et al.,
1994; BRASIL, 1995; ZAKI; HIBBERD, 1996; ABRAHAO, 1998).
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Em muitos paises em desenvolvimento, a tuberculose emergiu como a
doenca oportunista mais comum associada a infeccdo pelo Humam
Inmunodeficiency Virs (HIV). A maioria dos casos de tuberculose em infectados pelo
HIV s&o causados pelo Mycobacterim tuberculosis (M. tuberculosis), mas casos de
infeccdo por Mycobacterium bovis (M. bovis) e infecgdo com cepa Bacilo de
Calmette-Guérin (BCG), também tem sido descrito (COTTER et al., 1996;
SCHULTSZ et al., 1996).

A tuberculose ficou esquecida pela comunidade técnico-cientifica durante
décadas, e apoOs trés décadas de declinio dessa enfermidade a Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) registrou um aumento no numero de casos notificados
seguido de um significante aumento dessa doenga, em 1989 (LIMA, 1995; SANTOS,
1995). Em 1993 a OMS declarou essa enfermidade como questdo de urgéncia a
saude global, por ser um agente infeccioso responsavel pelo maior indice de
mortalidade humana, representando 26% de mortes previsiveis e 7% de todas as
mortes da terra. As estimativas futuras para essa enfermidade n&o sao nada
favoraveis, sendo extremamente preocupantes, pois estima-se que para os anos de
2000 a 2020 aproximadamente um bilhdo de pessoas estarado infectados por essa
doencga. Dentre essas, caso o controle ndo seja eficiente e rigoroso, 200 milhdes
adoecerdao e 35 milhdes irao a 6bito (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994,
2002).

Na sua esséncia a tuberculose é considerada uma “epidemia lenta”,
ressurgindo nos dias de hoje como uma “emergéncia global”, apesar da evolugao do
conhecimento na area da saude publica e dos novos métodos de diagndsticos
(PAULA, 1998).

A taxa de infeccédo por tuberculose no mundo € 3%, destacando-se que os
indices mais alarmantes sdo encontrados nos paises em desenvolvimento, sendo
que as perdas ecOmonicas e sociais geradas por essa bactéria sdo imensuraveis.
Ainda hoje mesmo com tanta informagao dos problemas e consequéncias trazidos
por essa zoonose, ha o abate clandestino de animais tuberculosos e a
comercializagdo clandestina do leite, que séo praticas comuns de varias regides do
Brasil (ANDRADE; SANTIAGO; ANDRADE, 1972; FONSECA, 1982; ANTENORE,
1998a,b,c; ABRAHAO; NOGUEIRA; MALUCELLI, 2005).
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Cabe aqui salientar que a tuberculose causada por M. bovis é clinicamente
indistinguivel da tuberculose causada por M. tuberculosis e a metodologia do
escarro, método empregado usualmente no Brasil para o diagndstico da doenga, €
ineficaz para distinguir o bacilo humano do bacilo bovino. Essa discriminag&o s6 se
torna possivel pelo emprego de meios de cultivos especificos, como o meio de
Stonebrink (isento de glicerol que é téxico para o M. bovis) com a finalidade de se
distinguir verdadeiramente um bacilo do outro (LATINI et al.,, 1990; KANTOR;
RITACCO, 1994; USABIAGA, 2001).

O M. bovis é naturalmente resistente a pirazinamida, droga utilizada no
tratamento da tuberculose humana, o que justifica a diferenciagdo destas espécies
em determinados casos, principalmente quando houver evidéncia epidemioldgica
que justifigue a suspeita, ou quando houver falha na resposta ao tratamento com
esquemas que incluem pirazinamida.

Destacando-se o crescente consumo dos produtos oriundos dos caprinos com
destaque a produgao leiteira, pois a cabra como animal leiteiro continua ocupando
um espaco importante no mundo moderno, inclusive em paises com a bovinocultura
leiteira bem desenvolvida, pelas vantagens que a espécie apresenta no tocante a
sua grande eficiéncia de produgado aliada ao valor nutricional do seu leite sendo
indicado como alimento para criangas, velhos enfermos, pessoas alérgicas ao leite
de vaca e para a fabricacado de produtos destinados ao consumidor com maior poder
aquisitivo (ZACHARIAS, 2001). E também, por causa da facilidade de criagdo devido
a rusticidade apresentada por esses animais, conseguindo produzir em regiées que
a espécie bovina seria incapaz de se obter algum lucro associada a sua docilidade e
a facilidade de manejo, a caprinocultura € um setor que encontra-se em plena
expansao em todo mundo (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2004).

Sabendo-se da importancia do leite, e seus derivados, como a principal fonte
de transmissao do M. bovis ao homem e da viabilidade da caprinocultura leiteira vir a
transmitir esse agente a populagdo, negar a existéncia deste elo da cadeia
epidemioldgica € um problema cujas dimensdes s&o incalculaveis.

Mediante a complexidade do tema abordado, levando em consideracédo a
declaracao feita pela OMS em 1993, que colocou a tuberculose no “estado de
emergéncia’” em todo mundo e a preocupacado desta instituicio em relagdo a

consideravel e continua importéncia, em saude publica, da infecgdo pelo M. bovis
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que possui uma ampla cadeia de hospedeiros, o que facilita sua proliferacdo as

espécies suscetiveis. Além das medidas tomadas para o controle e erradicagao
dessa zoonose em bovinos, se faz necessario a extensao e inclusao dos caprinos
neste programa, pois diante das pesquisas até o momento realizadas, se conseguiu
provar que estes animais também sdo suscetiveis ao agente, o que erroneamente
foi negado por muitos anos, como é relatado na propria literatura (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1994).

Buscando maiores conhecimentos com a finalidade de evitar que tao
importante zoonose passe despercebida, quanto a sua transmissdo ao homem pela
espécie caprina, essa pesquisa tem por objetivo isolar e tipificar o Mycobacterium
bovis do leite e da glandula mamaria de cabras tuberculina positiva, na tentativa de
evitar que a tuberculose continue se propagando entre as espécies, e alertar as

autoridades sobre a existéncia dessa doencga na espécie em estudo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2. 1 DEFINIGAO

A tuberculose bovina é uma entidade nosoldgica infecto-contagiosa de
evolugdo crbnica e desenvolvimento de lesbes granulomatosas caracteristicas. O
agente etiolégico € o Mycobacterium bovis, que forma junto, a outras micobacterias
o complexo Mycobacterium tuberculosis dos mamiferos acometendo especialmente
o sistema respiratorio dos hospedeiros infectados. O fato desta doencga afetar além
dos bovinos, diversas espécies animais, tanto domésticas como silvestres a
transforma em um importante problema; sucitando riscos a saude publica face ao
seu aspecto zoonotico (GRANGE; YATES, 1994; ACHA; SZYFRES, 2001;
COLLINS, 2001).

2.2 HISTORICO DA DOENCA

A tuberculose é uma enfermidade que acompanha o homem e os animais
desde os seus primérdios. Ha evidéncias de tuberculose humana durante o periodo
neolitico (7.000 a 6.000 a.C.) quando o0 homem deixou de ser ndbmade passando a
praticar rudimentos de agricultura e a domesticar o gado bovino. Na dinastia de
Ramsés Il (3.700 a.C.) foram encontradas mumias com vestigios de tuberculose e a
primeira descricdo da doencga foi feita na Grécia antiga por Hipocrates (460-377
a.C.); na india o médico Susruta (500 a.C.) também a mencionou em seus escritos
(CORREA; CORREA, 2002; PORTER; MCADAM, 1994). Hipdcrates mencionou uma
doenga pulmonar, cujo curso era semelhante a tuberculose pulmonar. Aristételes
afirmou que a tuberculose era uma doenga contagiosa, e que tinha uma grande
incidéncia no povo grego (CORREA; CORREA, 1983).

Achados de tuberculose dssea foi verificado em ossos humano de mumias do

templo de Ramsés (3.000 a.C) e em lesbes dsseas de humanos preé-historicos na
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Alemanha (8.000 a.C). Em animais a presenga de tuberculose 6ssea foi encontrada

em um féssil de bufalo americano (Bison bison), que viveu a mais de 17.000 mil
anos, sendo confirmada pela técnica de DNA (acido desoxiribonucléico)
(ROTHSCHILD et al., 2001).

Durante a Revolugao Industrial, a tuberculose foi denominada de ‘“peste
branca” por ter alcancado proporcdes epidémicas, e por ter matado mais de um
bilhdo de pessoas nos ultimos 200 anos (COLLINS, 1994; CALERO, 1995).

Em 1671 Francis Sylvius encontrou lesées pulmonares em humanos que foi
descrita por ele como “tubercles” Villemin, em 1865, reconheceu a tuberculose
como agente infeccioso em animais e a sua transmissibilidade de humanos para os
animais, apartir de material humano inoculado em coelho. Mas foi Robert Koch, que
em 1882, descreveu o agente causal através de seus recursos tintoriais, corando-o
pela fucsina-anilina, e em 1884 pelo seu isolamento em meio de cultivo apropriado.
Koch denominou o agente causador da tuberculose de “tubérculo bacilo”. A
diferenciagao entre os bacilos causadores da tuberculose do homem e dos animais
foi estabelecida por Rivolta em 1889, e entre o bacilo humano e bovino por Smith em
1897 (GRIFFITH et al.,1930; PRITCHARD, 1988).

Em 1902 MacFadyean, declarou que a causa de tuberculose intestinal em
criangcas escocesas era devido a ingestdo de leite de vacas tuberculosas, mas foi
Ravel que primeiramente comprovou a transmissibilidade da tuberculose bovina ao
homem através da ingestao de leite cru, no mesmo ano, isolando de cultura pura os
bacilos dos ganglios mesentéricos de uma crianga afetada por meningite tuberculosa
no Hospital Infantil da Filadélfia. Os bacilos foram inoculados em trés bovinos que
vieram a o6bito em 30 dias, provando definitivamente que a transmissado por via
digestiva do bovino ao homem, era verdadeira (DANKNER et al., 1993; FERREIRA
NETO; BERNARDINE, 1997; ABRAHAO, 1998; SOUZA et al., 1999).

Behring, em 1903, defendeu a tese de que a doenga poderia ser adquirida na
infancia e s6 manifestar-se na fase adulta, sendo o leite a principal fonte de
transmiss&o bacteriana (FELDMAN, 1955; ABRAHAO, 1998).

A conclusao definitiva que o bovino tuberculoso representava um risco a
saude publica e que medidas deveriam ser tomadas s6 ocorreram em 1911, ja que

os dados da doenca em animais eram alarmantes (PRITCHARD, 1988).
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No Brasil, em 1938, o Mycobacterium bovis foi isolado de lesbes de humanas
por Torres e Pacheco, sendo a primeira publicagdo nacional na literatura médica
sobre o agente (SOUZA et al., 1999).

2.3 ASPECTO SOCIO-ECONOMICO

Em paises desenvolvidos, estima-se que as perdas econdmicas decorrentes
da tuberculose alcancem 10,0% da produtividade do gado de leite afetado
(KANTOR, 1988). Estima-se que um animal tuberculoso perca de 10 a 25% de sua
capacidade produtiva, o que traz prejuizos a atividade pecuaria e ainda passa a ser
um foco da doenga para outros animais e o homem (COSIVI et al., 1998).

As perdas econbmicas causadas pela tuberculose estdao relacionadas
principalmente a baixa produtividade e a condenagao de carcacas em matadouros.
Deve-se salientar além das perdas por condenacéao total ou parcial das carcacas, os
custos adicionais do processamento dos animais tuberculosos sao de
aproximadamente 8,5% do valor do animal. As perdas percentuais estimadas em
vacas eliminadas com tuberculose e novilhos de corte sdo de 10 a 15%.
Economicamente esses indices sao elevados, mas os efeitos tornam-se mais graves
se contabilizados as perdas indiretas relacionadas aos custos adicionais a saude
publica e pelas perdas de mercados potenciais pela rejeicdo comercial, este fato
acarreta a perda da credibilidade e competitividade do produto (CENTRO
PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1972). A presenca da doenca no rebanho torna o
produto final, vulneravel as barreiras sanitarias, imposta pelo mercado internacional.
Devido aos fatores supracitados, os prejuizos a pecuaria mundial, em fungédo da
tuberculose, sdo de aproximadamente trés bilhdes de doélares por ano (LAGE et
al.,1998; GARNIER et al., 2003).

2.4 ETIOLOGIA
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2.4.1 Agente etioldgico e classificacao

O Mycobacterium bovis encontra-se agrupado num complexo denominado de
Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB). Os membros desse complexo séo
extremamente semelhantes, tendo similaridade de 99,9 % no nivel de nucleotideos e
nas sequéncias identificadas do rRNA 16S (BROSH et al., 2002; GARNIER et al.,
2003).

Pertence a ordem dos Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae, género
Mycobacterium, espécie tuberculosis.O género Mycobacterium engloba cerca de
127 espécies, entre as quais pelo menos 22 podem causar doenga no homem, e 11
subespécies. E uma bactéria fracamente gram-positiva, alcool-acido resistente
(BAAR), imovel, baciliforme, aerdbia estritas, com auséncia de capsula ou flagelo e
n&o esporulada (KRIEG; HOLT, 1994; EUZEBY, 1998).

As principais espécies de micobactérias com importancia epidemiologica
estado incluidas no complexo Mycobacterium tuberculosis que inclui o Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum (ainda nao isolada no
Brasil, mas isolado de humanos na Africa equatorial), Mycobacterium microti
(patogénica apenas para ratazana — Microtis agrestis), Mycobacterium canetti (nao
patogénico para o homem), os dois ultimos introduzidos no grupo devido a
similaridade genética (BIER, 1992; CORNER, 1994; GRANGE, 1996; ABRAHAO,
1998; BROSCH et al., 2002; ZINK, NERLICH, 2004). Podem ser incluidas ainda
nesse complexo as cepas Mycobacterium bovis BCG, Mycobacterium caprae,
agente etiolégico de tuberculose em caprinos (ARANAZ et al., 2003), e
Mycobacterium pinnipedii, que causa tuberculose em ledes marinhos, mas que
também pode infectar o homem (COUSINS et al., 2003) (Quadro 1).

As espécies de micobactérias altamente patogénicas sao parasitas
facultativas ou obrigatoriamente intracelulares, entretanto, muitas micobactérias
saprofitas também agem como patégenos oportunistas. As espécies potencialmente
patogénicas, largamente disseminadas na natureza (no solo, agua, aves, animais
domésticos e silvestres), ja receberam nomenclaturas distintas, como “atipicas”,
“anénimas”, “nao classificadas”, “ndo tuberculosas”, “oportunistas” e atualmente
denominadas de “MOTT” - Mycobacteria Other Than Tuberculosis (CENTRO
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PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1979; WOLINSKY, 1979; ROSEMBERG, 1983;
YATES, 1984; PRITCHARD, 1988; DARBORN; GRANGE, 1993; HADAD, 1994;
KRIEG; HOLT, 1994; ROXO, 1996a; ABRAHAO, 1998). Estdo incluidas em
complexos diversos como: M. avium (M. intracellulare, M. avium subespécie avium,
M. avium subespécie paratuberculosis e M. avium subespécie syvaticum), MAIS (M.
scrofulaceum, M. avium e M. intracellulare), M. bovis (M. bovis, Bacilo de Calmette-
Guerin — BCG e M. africanum) e M. terrae (M. terreae, M. nonchromogenicum e M.
triviale), deve-se ressaltar que essas denominagdes e agrupamentos ainda né&o
apresentam unanimidade cientifica (KANTOR, 1979; VASCONCELLOS, 1979;
PRITCHARD, 1988; KRIEG; HOLT, 1994; HAAGSMA, 1995; FAALKINHAM IIlI, 1996;
PEDELEY et al., 2004).

Outro grupo de micobactérias genotipicamente diferente do complexo
Mycobacterium tuberculosis, forma o complexo Mycobacterium avium-intracellulare
(MAC) o qual inclui duas espécies Mycobacterium avium e Mycobacterium
intracellulare. Dentro do complexo MAC o M. avium ¢é subdividido em quatro
subespécies que sao: Mycobactérium ssp avium, Mycobactérium ssp
paratuberculosis, Mycobactérium ssp silvaticum e recentemente Mycobactérium ssp
hominissuis. As bactérias do complexo MAC s&o responsaveis por causarem reacao
cruzada ao teste de hipersensibilidade a derivados protéicos purificados, em bovinos
(DVORSKA et al., 2004).

O M. avium ssp avium é o agente da tuberculose em varias espécies de aves
e associado a quadros de linfandenite granulomatosa em suinos. O M. avium ssp
paratuberculosis é causador da Doenca de Johne em pequenos ruminantes e foi
encontrado em tecido de humanos com doenga de Crohn (DVORSAKA et al., 2004;
BIET et al., 2005).

As micobacterioses com potencial patogénico que tém causado doengas, que
nao a tuberculose, no homem e nos animais sdo conhecidas como saprofitas
ou”atipicas”; fazendo parte do complexo micobactérias outras que ndo causadoras
de tuberculose (mycobacterium other than tuberculosis-MOTT) incluindo-se entre
elas, o M. fortuitum, M. phlei, M. smegmatis e M. chelonae, sendo causadores de
infeccbes e quadros morbidos (THOEN; KARLSON; HIMES, 1981; LAGE et al.,
1998).
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Espécies de Hospedeiro Especies infectadas Doenca
Mycobacterium ocasionalmente
M. tuberculosis Home, Céaes, gado, psitacideos Tuberculose
captive Passaros, canarios (em todo mundo)
Primatas
M. bovis Gado Veado Tuberculosi
Texugo
Gamba
Gatos
QOutras espécies de mamiferos
M. africanum Homem Tuberculose
(regides da Africa)
M. avium Muitas Suinos Tuberculose
complex? espécies de Caes
aves
exceto
psitacidios
M. microtri Ratazanas Ocasionalmente outras espécies Tuberculose
de mamiferos
M. marinum Peixes Homem, mamiferos aquaticos Tuberculose
Anfibios
M. leprae Homem Tatu, chipanzés Leprose
M. lepraemurium Ratos Gatos Lepra de ratos
Camundongos Lepra felina
M. avium ssp Bovinos, ovinos Outros ruminates
Caprinos,
Veados
Bacteria*Alcool Bovinos - Associado com
acido néo tuberculose da pele
especifico
M. senegalense Bovinos -
M. farcino-genes

*Bovinos infectados com essa micobacteria geralmente exibem sensibilidade para tuberculina.
(Fonte: QUINN et al., 2002)

Quadro 1 - Mycobactérias que sdo patogénicas ao homem e animais

2.5 MORFOLOGIA

Os bacilos do M. bovis morfologicamente sao curtos, intracelulares

facultativos, microaerdfilo, iméveis, nado esporulados, nao flagelados, néo

capsulados e ndo produtores de toxina. S&o alcool-acido resistente (BAAR), devido
a capacidade de formar complexos com os derivados trifenilmetano, resistindo assim

a acao do alcool-acido. Apresentam a forma de bastonetes retos, encurvados ou
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ainda ramificados medindo de 0,3 a 0,6 micrébmetros (um) de largura por 1,0 a 4,0

um de comprimento. Estas propriedades encontradas no M. bovis sao propriedades
que estdo associadas a outros géneros como Nocardia, Rhodococcus, e
Corynebacterium (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988b; CORNER,
1994; LAGE et al., 1998).

Tem crescimento 6timo a uma temperatura de 37° C. Nao cresce a 25° C.
Nao reduz o nitrato. E resistente a pirazinamida. N&o reduz a niacina e é sensivel a
hidrazida. E destruido pela luz solar, mas bastante resistente a dissecacdo, ao acido

e ao basico.

2.5.1 Parede Celular

Polipeptidios (Ex.: tuberculina) |

Lipfdios Livres (Ex.: fator | D-arabinose e D-galactose |
corda, ceras, micosidios )

| Acidos Micolicos |

Camada Micolato
/ Arabinogalactano

Camada de
| 30 Peptidioglicano

Citoplasma | HHFE="T]  Membrana

Citoplasmatica

e ] = |

| Acido D-glutamico - Ac. m-diaminopimélico e L-alanina |

Fonte:< www.unirio.br/dmp/.../Micobacterioses>
Figura 1 — Constituicdo da parede celular do Mycobacterium sp

A parede celular é formada da parte interna, adjacente ao citosol, para 0 meio
externo, pela membrana citoplasmatica (Figura 1), seguida por uma camada
intermediaria de pepitidioglicano, como o glucolil-murédmico que encontra-se ligado
ao arabinogalactano esterificados na sua extremidade com acido micélico, formando
um complexo correspondente a parte externa da parede bacteriana denominada de
complexo micolilarabinogalactano. Esse complexo atua como uma camada protetora

impermeabilizando a superficie do agente tornando a bactéria altamente resistente a



36

Revisdo- de Literatura

compostos hidrofilicos e a dessecacao, dificultando também a captagcdo de
nutrientes fato que retarda o crescimento bacteriano (COLLINS, 1994; LAGE et al.,
1998; NEILL; BYRSON; HANNA,2001).

Os lipideos da parede celular correspondendo a cerca de 20 a 40% de seu
peso seco total. Esse alto conteudo de lipideos dificulta a coloragdo das células
micobacterianas pelas técnicas convencionais da coloragdo de Gram. Possuem alta
resisténcia a descoloragdo com 95% de etanol e 3% de acido cloridrico, sendo por
estes motivos denominados de bacilos alcool-acido resistentes. Os acidos micolicos
sao os lipideos responsaveis por esta resisténcia dos bacilos. Tal propriedade é
observada em métodos de coloragdo como a de Kinyoun e a de Zielh-Neelsen e
suas modificagcbes por Faraco e Wade (BEHMER; TALOSA; FREITAS, 1976;
BORSUK, 2004).

Existem alguns fatores de patogenicidade dessa bactéria que garantem sua
sobrevivéncia quando essa esta dentro do organismo do hospedeiro, o que dificulta
sua destruicao pelo sistema imunoldgico do ser infectado, relacionados a seguir.

A superficie lipidida da parede bacteriana que aumenta a sua capacidade
patogénica, tornando—a também resistente a varios agentes fisicos e quimicos

Os glicolipideos ou micosideos do complexo micolilarabinogalactano, como a
lipoararbinomana, que s&o responsaveis pela toxicidade, pelo estimulo a resposta
inflamatoéria granulomatosa e pela resisténcia das micobactérias fagocitadas,
atuando ainda na permiabilidade celular e na resisténcia as susbstancias
desinfetantes.

O fator corda ou 6,6° dimicolato de trealose que €& responsavel pelo
crescimento da bactéria e por sua viruléncia, os sulfolipideos da trealose que estao
localizados na periferia da parede celular, também atuam no fator de viruléncia.
Todos os lipideos citados anteriormente corraboram como fator de resisténcia do
bacilo a fungdo enzimatica dos macréfagos, atuando na inibicdo da fusdo do
fagossomo com o lisossomo, 0 que explica o éxito parcial desta bactéria no meio
intracelular. Existem ainda outros mecanismos bioquimicos e moleculares que atuam
na inibigdo do fago-lisossomo (COLLINS, 1994; POLLOCK; NEILL, 2002). Ha ainda
as tubérculos proteinas que induzem a hipersensibilidade do tipo IV, contribuindo
desta forma para a morte celular. Os fatores relacionados anteriormente sao
principais fatores patogénicos do M. bovis (RIET-CORREA et al., 2001).
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2.5.2 Resisténcia Bacteriana

As micobactérias apresentam elevada capacidade de sobrevivéncia as mais
variadas condi¢des ambientais. Segundo a World Health Organization (1984) estas
podem permanecer viaveis por até dois anos em instalagées, um ano, na agua € no
esterco e até 10 meses em produtos de origem animal contaminados. O M. bovis é
extremamente resistente ao meio ambiente, mantendo-se viavel em condi¢cdes de
umidade, temperatura e ao abrigo de luz solar. Resistem bem as baixas
temperaturas e ao pH acido. E extremamente resistente ao meio ambiente, sendo
que em fezes e material organico em decomposi¢cao sua sobrevivéncia é de seis
meses a um ano (ABRAHAO, 1998).

Nas instalacbes como sala de ordenha, estabulo e cocho, podem sobreviver
por até dois anos ou mais (ABRAHAOQ, 1998). S30 sensiveis a luz solar direta devido
a acao dos raios ultravioleta, e a agentes desinfetantes como fendis a 5% por trés
horas, formol a 3%, hipoclorito de sédio a 5%, e glutaraldeido a 2%. Deve-se
salientar que a agdo dos desinfetantes é dependente dos seguintes fatores: da
concentracdo do produto, do tempo de exposi¢ao, da temperatura e da presenca de
matéria organica. Os compostos de aménia quartenaria e clohexidine ndo destroem
o bacilo (CARTER, 1988; ABRAHAO, 1998; MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994).

O calor umido a 60 ° C mata o bacilo rapidamente. A pasteurizacao, realizada
no tratamento do leite a 62,8 - 65,6 °C por 30 min ou 71,7°C por 15 segundos mata
além das micobactérias, a maioria dos microrganismos nao-esporulados (ROXO
1997).

2.6 EPIDEMIOLOGIA

A tuberculose € uma zoonose de distribuicdo mundial, cuja ocorréncia sofre
variagdo por regido e pais. E uma enfermidade que determina prejuizos a pecudria e
riscos a saude da populagdo humana que consome produtos de origem animal.

(LILENBAUM, 2000), tendo sua maior prevaléncia nos paises em desenvolvimento e
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baixa nos paises desenvolvidos, devido a programas de controle e erradicagéo, de
inspecao de carnes e de leite pasteurizado. (GRANGE; COLLINS, 1987;
PRITCHARD, 1988; MOTA; NAKAJIMA, 1992; ABRAHAO; NOGUEIRA;
MALUCELLI, 2005).

A tuberculose bovina € uma zoonose de evolugao cronica e efeito debilitante
causada pelo Mycobacterium bovis, sendo também um bacilo alcool-acido resistente
(BAAR), fazendo parte do complexo Mycobacteruim tuberculosis, cujo hospedeiro
primario € o bovino. Entretanto, diversas espécies de silvestres e mamiferos,
incluindo o homem, sdo também suscetiveis ao bacilo bovino (GRIFFITH, 1928;
ALHAJI, 1976; CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSES, 1988a, b; ANDRADE
etal., 1991; MOTA; NAKAJIMA, 1992; FLAMAND et al., 1994) (Tabela 1).

O Mycobacterium bovis possui uma das maiores cadeias de hospedeiros
entre todos os patdgenos existentes, com um complexo padréo epidemiolégico, que
envolve interagcdes da infeccao entre: seres humanos, animais domésticos e animais
silvestres (MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994). Existem muitos reservatorios
animais do M. bovis no mundo, mas atualmente deve-se considerar como principais
reservatorios os texugos, gambas, os cervos (LEPPER; CORNER, 1983;
LANGENERGGER; LANGENERGGER, 1985; YATES, 1984; CHEESEMAN;
WILESMITH; STUART, 1989; HARDIE; WATSON., 1992; BARLOW, 1994;
GOODGER et al.,1994; GRIFFIN; BUCHAN, 1994; NEILL et al.,1994; NOLAN;
WIKLEESMITH, 1994; TWEDDLE; LIVINGSTONE, 1994; MODA et al., 1996).

Deve-se salientar que algumas espécies comportam-se como hospedeiros
terminais e desenvolvem apenas uma doenca auto-limitante. Em paises como Gra
Bretanha, Irlanda, Nova Zelandia, Zambia e Estados Unidos (O'REILLY; DARBORN,
1995; PALMER; WATERS; WHIPPLE, 2002).
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Espécie Ocorréncia M. bovis M. tuberculosis M. avium
Humano Comum ++ +++ +
Bovino Comum +++ + ++
Suino Comum +++ ++ +++
Ovino Rara +++ - ++
Caprino Rara +++ - ++
Caes Rara ++ +++ +
Gatos Rara +++ ++ +
Equinos Rara +++ + +
Legenda: (+++)= agente mais comum, (++) agente menos comum, (+) agente raro, (-) agente ndo

obse[vado. .
(Fonte: CORREA; CORREA, 1992)

Quadro 2 - Ocorréncia da tuberculose e frequéncia das principais micobactérias em
humanos e em alguns animais domésticos

O Mycobacterium bovis tem sido considerado agente causador de infecgao
em caprinos, ovinos, suinos, animais de vida selvagem (LUKE, 1958; THOEN, 1988;
BERNABE et al., 1991; MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994).

Segundo Blood e Henderson (1978), todas as espécies e grupos etarios sao
suscetiveis ao M. bovis, porém os bovinos, caprinos e suinos sdo menos resistentes
e entre os bovinos os zebuinos sdo mais resistentes. Em condigdes naturais o M.
bovis produz enfermidade no bovino, homem e suino, e sé ocasionalmente em
equinos, caes, gatos e ovelhas (PEREIRA, 1980) (Quadro 2).

O gado leiteiro apresenta maior suscetibilidade a tuberculose bovina. As
principais causas dessa suscetibilidade maior sdo: o stress e a manutengcao de
animais de maior idade para a produgéo lactea, tal fato ndo ocorre no gado de corte,
que se mantém por menos tempo em criagdo extensiva, sendo menor o contato
entre animais e homens (COMISION NACIONAL DE ZOONOSIS, 1982).

Em humanos, as criangas sdo consideradas mais suscetiveis ao M. bovis
quando consomem leite in natura provenientes de vacas tuberculosas, mesmo
quando infectadas por um pequeno numero de bacilos (MODA et al.,, 1996). Os
adultos expostos ocupacionalmente ao bovino tuberculoso, sdo mais suscetiveis ao
M. bovis, infectam-se pela via aerégena ou pelo consumo de leite cru ou produtos
lacteos oriundos de leite ndo pasteurizado (LESSLIE; MAGNUS; STEWART, 1972,
CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1973; ROSEMBERG, 1983;
DALOVISIO; STETTER; MIKOTA-WELLS, 1992; HARDIE; WATSON, 1992; WORLD
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HEALTH ORGANIZATION, 1993; 1994; DAVID; BRUM; PRIETI, 1994; GRANGE;
YATES, 1994; DUMARS et al., 1995, MODA et al., 1996).

O animal com tuberculose clinica € a principal fonte de contagio, transmitindo
a infecgdo por via aerdgena e pela contaminagdo ambiental, da agua, pastagens,
utensilios, cochos através das fezes, urina, escarros, leite, s€mem, abcedacdes de
linfonodos, secregbes vaginais e uterinas (BLOOD; HENDERSON, 1978). Embora
grande numero de bacilos seja eliminados nas fezes, provavelmente, as pastagens
nao sdo uma fonte de infecgao importante (MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994)

E de fundamental importancia saber quais as vias de transmissdo deste
patdbgeno e como ele se comporta nas diversas espécies, além da bovina, que
alberga esse agente. A transmissdo do M. bovis de bovinos para o homem se da por
via aerogena devido a inalacdo do agente, e indiretamente pelo consumo de leite e
de produtos lacteos oriundos de leite ndo pasteurizado (WIESNER, 1973;
ROSEMBERG, 1983; KLEEBERG, 1984; MOTA; NAKAJIMA, 1992; GRANGE;
YATES, 1994; O‘REILLY; DARBORN, 1995; ABRAHAO, 1999). Os bovinos também
podem infectar os caprinos por via inalatéria ao pastarem juntos ou ainda por via
digestiva ao se alimentarem com leite proveniente de vacas tuberculosas (COUSINS
et al., 1993).

A transmissao de bovino para bovino se da por via aerdgena, sendo essa rota
a mais comum de infec¢ao no gado, representando um percentual de 80 a 90% de
contaminagao através dessa rota de infecgdo. A via digestiva € a mais comum para
bezerros e a fonte de infecgdo € o leite infectado, alimento, forragem ou agua
contaminada (ALHAJI, 1976; LITTLE et al., 1982; WILESMITH et al., 1982;
OLIVEIRA et al., 1983; MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994; ABRAHAO, 1999).

A transmissdo do M. bovis de bovinos para o homem se da por via aerogena
devido a inalagdo do agente, e indiretamente pelo consumo de leite e de produtos
lacteos oriundos de leite ndo pasteurizado (WIESNER, 1973; ROSEMBERG, 1983;
KLEEBERG, 1984; MOTA; NAKAJIMA, 1992; GRANGE; YATES, 1994; O'REILLY;
DARBORN, 1995; ABRAHAO, 1999). Ja a propagac¢do do homem para o homem
pelo M. bovis é muito rara, mas ha relatos de alguns casos contemporaneos na Gra-
Bretanha, Suécia, Canada e Holanda, confirmando a transmissao aerdgena inter-
humana, o que torna mais preocupante a acao desse agente (DANKNER et al.,
1993; O'REILLY; DARBORN, 1995).
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Deve-se descartar o risco de contrair M. bovis pela ingestdo de carne que
apesar de baixa, ndo se deve ignorar a possibilidade de aquisicdo da doenca
através do consumo de carnes originarias de animais abatidos clandestinamente, ou
mesmo 0s animais descartados de rebanhos tubeculina positivo em matadouros
municipais, que ndo atendem as normas de inspegdo exigidas pelo rigor da lei
(SOUZA et al., 1999).

A exploragao leiteira € o setor de maior risco para o homem, devido ao
estreito contato do ordenhador e seus familiares com os animais, em repetidas
ocasides, diariamente (COMISION NACIONAL DE ZOONOSIS, 1982).

Sabendo-se que um animal infectado é capaz de eliminar o agente pelo leite
mesmo antes do desenvolvimento de lesdes teciduais (ROXO, 1997), e que mesmo
contaminado o leite ndo apresenta alteragdes visiveis, o que dificulta a deteccéo e
segregacao do produto, essa forma de transmissibiliade da doenga ndo deve ser
deixada em esquecimento (LERCHE, 1969). Apesar de a pasteurizagdo diminuir o
risco da aquisi¢ao de tubercilose via leite e seus derivados, a grande preocupacao €
0 seu consumo in natura e dos derivados lacteos que sao fabricados utilizando—o
nesta forma, sendo considerada a principal forma de transmissdo de M. bovis na
atualidade principalmente na Europa e Estados Unidos onde a doencga tem sido
considerada sob controle devido aos programas de controle e erradicagao dessa
zoonose, implantados nessas localidades (TROWE; DONAGY, 2008).

Na Europa, o M. bovis ja foi isolado de manteiga, creme, queijo fresco e
queijo integral curado; foi verificada sobrevivéncia de M. bovis em manteiga a
temperatura ambiente por 32 dias; manteiga salgada conservada a 4°C por 151 dias
e em pequeno numero até 180 dias; em queijos gordos até um ano. O numero € a
viruléncia dos bacilos se mantiveram inalterados (CORREA; CORREA, 1983).

No Brasil, em 1997, estimou-se que 41% do leite consumido no pais era
clandestino, sendo que os brasileiros consumiram esse leite na forma de queijos,
iogurtes e bebidas lacteas, cujos fabricantes falsificam o carimbo dos servicos de
inspecédo federal, estadual e municipal, vendendo esses produtos em
estabelecimentos que ndo exigem nota fiscal. Ha ainda os pequenos produtores que
burlam as leis para sobreviver colocando a vida de seus familiares e dos

consumidores de seus produtos em risco. As autoridades reconhecem a gravidade
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do problema, mas geralmente se omitem, alegando falta de recursos financeiros
(ANTENORE, 1998a, b, ¢c; ABRAHAO; NOGUEIRA; MALUCELLI, 2005).

2.6.1 Distribuicdo Mundial e Brasil

A taxa de infeccdo por tuberculose no mundo € de 3%, sendo que os indices
mais alarmantes sdo encontrados nos paises em desenvolvimento, liderados pela
india e a China. A india apresenta cerca de um quarto do total de tuberculose no
mundo, com estimativas de 3,5 milhdes de pessoas doentes e meio milhdo de
mortos por ano, e na Africa a tuberculose corresponde a 80% das doencas de
notificagao obrigatéria (FRIEDEN et al., 2003; EDGINTON, 2000).

Em 1995, o Brasil era o sexto pais do mundo em notificacdo de casos de
tuberculose. Segundo o Ministério da Saude a prevaléncia da doenca era 57,6 casos
por 100.000 habitantes para todas as formas de tuberculose com 85,6% dos casos
de tuberculose pulmonar e 14,45% de formas extrapulmonares (KRITSKI et al.,
1995). Segundo as projegdes feitas por Cosivi et al. (1998) a incidéncia de co-
infecgdo HIV versus tuberculose deveria subir de 315.000 (4% dos casos de
tuberculose) em 1990 para 1,4 milhdes (14%) no ano 2000.

Na Europa, a prevaléncia da tuberculose bovina em 1991 atingiu 10,8% na
Espanha, 8,8% na Irlanda, 3,71% na Italia, 0,37% na Franca, 0,31% na Grécia, na
Gra Bretanha 0,15%, Portugal 0,12%, Bélgica 0,01%, Alemanha 0,002%. Por outro
lado Holanda, Luxemburgo, Dinamarca, EUA e Canada sao livres de tuberculose
(CAFFREY, 1994). A Australia aponta a ocorréncia de 0,0032% (TWEDDLE;
LIVINSTONE, 1994).

Segundo Kantor e Ritacco (1994), no ano de 1991, na Bolivia a prevaléncia
da enfermidade no rebanho bovino foi de 13%, Equador 3,4%, Chile 2,9%, Coldmbia
2,6%, Brasil e Argentina 1,0%, Peru com 0,6%, Paraguai 0,2%, Costa Rica 0,08%,
Venezuela 0,015% e Uruguai 0,01%.

Em 1986 a ocorréncia da tuberculose bovina no Brasil foi entre 0,9 a 2,9%

com 6,2 a 26,3% dos rebanhos acometidos. Neste mesmo ano, a taxa de lesdes
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tuberculosas encontradas em matadouros foi de 0,14% (KANTOR, 1988; KANTOR;

RITACCO, 1994).

No Brasil, dados do Ministério da Agricultura referentes a prevaléncia da

tuberculose bovina, realizados entre 1974 e 1984, apresentaram um indice de
1,82%, representados por 6.491 focos da doenga. (BOLETIM DE DEFESA
SANITARIA ANIMAL, 1984; KANTOR; RITACO, 1994)

As perdas econOmicas causadas pela tuberculose estdo relacionadas

principalmente a baixa produtividade e a condenacao de carcagcas em matadouros.

2.6.2 Programa de Controle e Erradicacao de Tuberculose

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), os paises que implantaram programas de controle da tuberculose animal
ao longo do século passado, baseados em tuberculinizagéo e sacrificio dos animais
reagentes, conseguiram reduzir consideravelmente a frequéncia de animais
infectados. Atualmente sua prevaléncia € maior nos paises em desenvolvimento e
menor nos paises desenvolvidos, onde encontra-se em fase avancgada de controle e
erradicagao. Alguns paises da Europa ja erradicaram a doenga, outros estdo em
fase final de erradicagdo com prevaléncias baixas. Na América Latina e Caribe
existem areas com prevaléncia que ultrapassam 1% (BRASIL, 2003).

Devido as perdas econbmicas causadas pela tuberculose objetivando
assegurar o mercado de exportagdo, e se posicionar no mercado internacional, os
paises da América Latina foram sensibilizados a atenderem as exigéncias
relacionadas ao manejo sanitario dos rebanhos e a adotar medidas para o controle
de zoonoses de relevancia para a saude publica (KANTOR; RITACCO, 1994),
estabelecendo e mantendo areas livres de enfermidades (USABIAGA, 2001).

Na América Latina, os planos de controle para combate da tuberculose
baseiam-se em esquemas de regionalizagéo, considerando o sistema de produgao,
as condic¢des culturais, econdmicas e de infra-estrutura (USABIAGA, 2001).

A Argentina iniciou o programa de controle da tuberculose em 1993,

entretanto, ainda sdo poucas as estimativas de prevaléncia nacional e quando
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determinadas sao feitas através de levantamentos realizados em provincias leiteiras

de maior importancia como Santa Fé (ABDALA, 2003).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e Erradicagcdo de Brucelose e

Tuberculose (PNCEBT), oficializado em 10 de janeiro de 2001, tendo como principal
objetivo baixar a prevaléncia e a incidéncia de tuberculose e brucelose no pais. O
programa recomendou o uso do teste tuberculinico para o diagndstico, com o
proposito de eliminar os animais positivos, e incentivou a certificacdo de rebanhos
livre da doenga. A adesdo ao programa inicialmente € voluntaria por beneficios aos

produtores com a valoragao dos produtos certificados (BRASIL, 2001a).

2.6.3 Patogenia

Os ruminantes sao infectados por M. bovis geralmente pela via respiratoria e
ocasionalmente pela ingestdo dos bacilos (CARTER, 1988; CORREA; CORREA,
1992; SMITH, 1993; RADOSTITS et al., 2002). Apés atingir o alvéolo pulmonar, o
bacilo é fagocitado por macréfagos e seu desenvolvimento ou ndo no hospedeiro
depende da infectividade do microrganismo, da carga infectante e da resisténcia
oferecida pelo organismo invadido. Se nado forem eliminados os bacilos se
multiplicam no interior dos macrofagos até destrui-los. Esses bacilos que saem dos
macrofagos rompidos sdo fagocitados por outros macrofagos alveolares ou por
monacitos vindos da corrente circulatéria. Por volta de duas a trés semanas apos a
inalacao do agente infeccioso para a multiplicacdo do agente, onde ocorre resposta
imune celular e uma reacdo de hipersensibilidade tardia, ocorrendo necrose de
caseificacdo para conter o crescimento intracelular das micobactérias. Esse
processo envolve a mediagao por linfocitos T, com migragdo de novas células de
defesa ao local da infeccao, que levarao a formacgao dos granulomas da tuberculose.
Essas lesbes sdo constituidas por uma parte central, as vezes com area de necrose
de caseificagdo, envolvida por células epitelidides, células gigantes, linfocitos,
macrofagos e uma camada de fibroblastos na superficie. Os bacilos da lesdo da

tuberculose no parénquima pulmonar propagam-se para os linfonodos regionais, nos
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quais desencadeiam a formagdo de novo granuloma e assim formam o complexo
primario (SMITH, 1993; RADOSTITS et al., 2002; BRASIL, 2006).

Nos pulmdes as lesdes se iniciam na jungado dos bronquiolos com os alvéolos,
e se disseminam para linfonodos e brénquios, podendo regredir, continuarem
estabilizadas ou progredir. A disseminagao para outros 6rgéos pode ocorrer durante
o desenvolvimento da doenca mais tardiamente, em fungcdo de uma queda na
imunidade do animal. Quando generalizada, a tuberculose bovina pode se
apresentar sob duas formas: miliar (quando acontece de forma abrupta e macica,
com entrada de um grande numero de bacilos na circulagédo), ou protraida, que é a
mais comum a disseminagdo se da por via linfatica ou sanguinea, acometendo o
pulmao, linfonodos, figado, bago, ubere, ossos, rins, sistema nervosocentral, e
dissemina-se por quase todos os tecidos (RADOSTITS et al., 2002; BRASIL, 2006).

Macroscopicamente observa-se que as lesdes possuem geralmente
coloragdo amarelada, se apresentando em forma de nddulos de um a ftrés
centimetros de diametro, ou mais, que podem ser confluentes, de aspecto purulento
ou caseoso e com presenca de capsula fibrosa, podendo apresentar necrose de
caseificagdo no centro da lesdo ou calcificacdo nos casos mais avangados. As
lesbes sao encontradas com maior frequéncia em linfonodos (mediastinicos,
inguinais  superficiais, retrofaringeos, bronquiais, parotideos, cervicais e
mesentéricos), nos pulmodes e no figado (RADOSTITS et al., 2002; BRASIL, 2006).

Um individuo com imunidade adquirida durante a primeira infeccéo, responde
a uma nova infecgao pelo M. bovis diferentemente daquele que infectado pela
primeira vez. Quando infectados novamente, os bovinos ndo apresentam alteracoes
tuberculosas dos ganglios linfaticos, porque a disseminagcdo do bacilo ndo ocorre
mais por via hematogénica, mas, somente intracanalicular. Também os processos
tuberculosos da maioria dos érgéos permitem reconhecer uma tendéncia a fusao do
tecido, faltando a calcificagdo. Quando as lesbes s&o circunscritas a um érgao ou
sistema organico, como consequéncia de ndo existir difusdo linfohematogénica,
origina-se o quadro de tuberculose de um 6rgéo isolado. Como as lesdes produzidas
somente progridem lentamente no érgéo afetado, € originada uma tuberculose
cronica do érgao. Devido a tendéncia deste processo tuberculoso a fusdo, nao é raro
O Seu acessO aos canais naturais, de maneira que assim podem chegar grandes
quantidades de bacilos ao meio ambiente (BEER, 1988; RADOSTITS et al., 2002).
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O aumento da resisténcia especifica, que € necessario para a constituicdo do

processo pos-primario e adquirido na evolucido do periodo de infecgao primaria,
pode ser perdido por influéncias como gestacao, nutricdo deficiente, doencas e
transportes que causam fadiga ao animal. Assim, com a resisténcia diminuida as
bactérias podem se multiplicar intensamente (BEER, 1988).

As lesbes macroscopicas da tuberculose caracterizam-se, inicialmente por
pequenos nodulos acinzentados que, geralmente, contém pequenas areas centrais
amarelas de aspecto caseoso (RIET-CORREA et al., 2001). Posteriormente essa
lesdo progride, e € comum a mineralizagao (calcificagdo) do tubérculo, o que ao
corte da sensacao de areia com som caracteristico de ranger (COELHO, 2002).
Histologicamente caracterizam-se por areas de necrose caseosa central, onde
predominam-se células epitelidides e células gigantes (Figura 2), com areas de
calcificagdo; enquanto na periferia, observam-se mondcitos e linfécitos com
proliferacdo de tecido fibroso que tenta encapsular a leséo. Riet-Correa et al. (2001)
citam que com a coloragao de Ziehl-Neelsen para bactérias BAAR, pode-se observar

0 agente na lesao.
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2.7 CAPRINOS

2.7.1 Origem dos Caprinos

A cabra foi o primeiro animal a ser domesticado pelo homem, a mais de
10.000 anos, antes mesmo do cachorro e da ovelha. Seu leite foi introduzido na
alimentacdo humana ha séculos pelos povos némades da Asia. De la para ca,
sempre acompanhou a histéria da humanidade, conforme atestam os diversos
relatos historicos, mitoldgicos e até mesmo biblicos, que mencionam os caprinos.
Apesar disso, poucas vezes teve seu valor devidamente reconhecido (RIBEIRO,
2006; CAPRINO, 2009).

Os caprinos tém a mesma origem que 0s bovinos, com o tronco ancestral dos
antilopes e a diferenciagdo ocorrendo no Plioceno. As ragcas domésticas atuais
descendem provavelmente da Capra aegagrus, da Pérsia e Asia Menor, Capra
falconeri, do Himalaia, e Capraprisca, da bacia do Mediterraneo. A cabra doméstica
€ a Capra hircus. Existe uma grande variedade de produtos de origem caprina: leite,
carne, couro, pélo e esterco, além de ter utilidade como animal de tracéo (RIBEIRO,
2006).

2.7.2 Caprinocultura no Mundo e Brasil

A caprinocultura € uma atividade que vém se desenvolvendo muito nos
ultimos anos. A populacdo mundial de caprinos, que € estimada em 780 milhdes de
cabecas (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION, 2004), aumentando em
11,30% entre 1965- 2004. No periodo de 1979-1987 enquanto a populacdo de
bovina aumentou em apenas 4,9%, a de ovino em 5,7% a de caprino teve um
aumento de 7,3%. A producao de leite de cabra, porém, aumentou em 10,7%, € a

producdo de sua carne aumentou em 21,8% no mesmo periodo, indicando um
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aumento na produtividade dos animais, uma vez que o aumento na producido de

leite e carne foi maior que o aumento no efetivo (PRODUCTION YEARBOOK, 1988).
Segundo dados da Food and Agriculture Organization (2004), cerca de 96%

dos caprinos do mundo, encontram-se em regides em desenvolvimento,
evidenciando a capacidade do caprino de se adaptar a condicbes adversas,
justificando sua reputagdo de animal rustico.Os 4% restantes estdo localizados em
regides desenvolvidas, sendo que essa espécie € responsavel por 28,4% do leite
produzido nessas regides, este fato mostra que em condigdes favoraveis os caprinos
sao capazes de apresentar alta produtividade. Vale apena destacar que para a
caprinocultura de corte 95.5% da producdo concentra-se em paises em
desenvolvimento e 4,5% em paises desenvolvidos. Para a produgao oficial de leite
encontramos a situagao inversa a de corte, pois temos 78,6% e 28,4% da produgao
proveniente de paises em desenvolvimento e desenvolvidos (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 2004).

Segundo a Production Yearbook (1994) a maior populagdo mundial de
caprinos por continente, encontra-se na Asia, seguida da Africa, da América do Sul,
Ameérica do Norte e Central e da Europa. O rebanho caprino da América do Sul é
pequeno, com 22,8 milhbes de cabegcas o que representa apenas 3,7% da
populagdo mundial. O Brasil possui 0 maior rebanho da América do Sul com 9,8
milhdes de cabecgas, seguidos pela Argentina (3,4 milhdes) e pela Venezuela (1,8
milh&o).

O Brasil apresenta o 14° rebanho de caprinos do mundo, sendo que o pais
que apresenta maior rebanho é a China (PESQUISA, 2005; COUTINHO, 2007).
Segundo dados da Pesquisa (2005), o Brasil destaca-se com um plantel de 9,8
milhdées de caprinos com o 14° rebanho mundial de caprinos, ocupando a 142 e 162
posicdo mundial de carne e leite. O rebanho caprino brasileiro se distribui da
seguinte forma: o Nordeste apresenta 90% do rebanho do pais, a regidao Sul
apresenta 4%, a regiao Sudeste 3%, a Norte 2% e a Centro-oeste apenas 1% do
total de cabecas do pais (ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL, 1994; COUTINHO,
2007).

Na regidao Nordeste a maioria dos animais é criada em condi¢des precarias,
sendo exploradas apenas a carne e a pele. Por outro lado, existe no Centro—Sul e

no proprio Nordeste uma caprinocultura voltada para a produgao de leite, onde
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busca-se alta produtividade. A populacdo de caprinos no Brasil entre 1970 e 1980

aumento em 40%, enquanto a populagcdo humana aumentou em 23,8% no mesmo
periodo (PRODUCTION YEARBOOK, 1994; RIBEIRO, 2006).

De acordo com os dados publicados pela FAO, Production Yearbook (1993),
a produgao de leite de cabra ocupa o quarto lugar, superado pelos leites de vaca, de
bufalo e de ovelhas. Do total da produgdo mundial de leite das espécies citadas,
temos as seguintes distribuicbes percentuais: leite de vaca (89,4%), leite de bufala
(7,3%), leite de ovelha (1,7%) e leite de cabra (1,6%).

A cabra como animal leiteiro continua ocupando um espago importante no
mundo moderno, inclusive em paises com bovinocultura leiteira bastante adiantada,
pelas vantagens que a espécie apresenta no tocante a sua grande eficiéncia de
producdo, aliada ao valor nutricional do seu leite como alimento para criangas,
velhos enfermos, pessoas alérgicas ao leite de vaca e para o fabrico de produtos
destinados ao consumidor de maior poder aquisitivo (ZACHARIAS, 2001).

No Brasil, como atividade comercial, a produgao do leite de cabra teve seu
crescimento na regido Sudeste, intensificando-se a partir dos meados da década de
70, fato esse demonstrado pelo aumento de associados da Caprileite, de 42 para
500, no periodo de 1974 a 1989. Por outro lado, € nitido o fortalecimento da
caprinocultura leiteira nas regides Sudeste e Sul, pela crescente exploracdo de
cabras leiteiras, predominantemente em estado de pureza racial (ZACHARIAS,
2001). A Bahia também tem acompanhado essa tendéncia nacional de crescimento,
ja existindo em todo Estado alguns criadores que exploram essa atividade de forma
racional, de maneira intensiva e semi-intensiva (RIBEIRO, 2006).

A produgao de leite de cabra esta distribuida mundialmente em todos os
continentes, sendo destaque o continente Asiatico e Africano devido ao volume de
animais desses continentes onde a sua criagdo é de subsisténcia. Segundo
Zacharias (2001), cerca de 10% do leite consumido no mundo é de origem caprina,
sendo que em alguns paises ele representa a unica fonte lactea disponivel.

No Brasil, o leite de cabra vem conquistando crescente mercado, tanto na
forma de leite pasteurizado e congelado, como na de leite em pd e mais
recentemente em embalagens longa vida, iogurte natural ou com frutas, queijos
boursin, chevrotin, chabichou (com mofo), frescal, sorvetes, cosméticos, sabonetes,

shampoos e condicionadores. A caprinocultura sem duvida € um mercado em plena
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expansao, e que é de extrema importancia as condi¢cbes sanitarias do plantel,
principalmente no que se refere a perdas por doengas (RIBEIRO, 1998) entre estas

destaca-se as zoonose.

2.7.3 Tuberculose em caprinos

A tuberculose caprina pode ter sido considerada rara a essa espécie
(MURRAY; MCNUTT; PURWIN, 1921; SOLIMAN et al., 1953; LUKE, 1958;
GUTIERREZ et al., 1995), o que levou ao erréneo conceito de que esses animais
fossem resistentes ao Mycobacterium bovis, pois pesquisas recentes além de
acreditarem na suscetibilidade desses animais ao M. bovis (THOEN, 1988;
BERNABE et al., 1991, MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994), recentemente
classificaram o agente em uma subespécie do M. bovis, sendo este classificado
como Mycobacterium bovis subsp. caprae, também pertencente ao complexo
Mycobacterium tuberculosis (ARANAZ et al., 1999). O primeiro relato da doenga em
caprinos ocorreu em 1884 por Robert Koch (MOHAN, 1950). Em 1917, na Inglaterra,
Griffith registrou o primeiro caso natural de tuberculose caprina devido a ingestao de
leite de vaca durante o periodo de amamentagcdo, sendo este o primeiro caso de
cujo bacilo foi determinado (O'REILLY; DARBORN, 1995).

Estudos indicaram que as cabras sao suscetiveis ao M. bovis, mas
frequentemente resistentes ao M. tuberculosis (GRIFFITH et al., 1930; BLOOD;
HENDERSON, 1978; JUBB; KENNEDY; PALMER, 1993; O‘REILLY; DARBORN,
1995), mas existem relatos de casos de isolamento de M. tuberculose e M. avium
nessa espécie (LESSLIE; FORD; LINZEL, 1960; BERNABE et al., 1990-1991a).

A infeccao por M. bovis em cabras pode ocorrer por contato direto com o
animal doente, ou por alimento contaminado, e causar doenga progressiva e
generalizada, cujos sinais sdo anorexia, aumento de volume dos linfonodos, dor ao
respirar, tosse rouca, diarréia aguda ou crénica, perda de peso que pode levar a
caquexia e diminuicdo na produgao de leite (LESSLIE; FORD; LINZEL, 1960;
BRUNINI SOBRINHO, 1988; BERNABE et al., 1991; ANDERSON; KING, 1993;

COUSINS et al., 1993), mas assim como em bovinos a via respiratoria € a forma
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mais importante dessa infecgdo, devido as lesbes encontradas, concentrarem-se na
cavidade toracica (JUBB; KENNEDY; PALMER, 1993).

Deve-se ressaltar que as cabras leiteiras sdo também vitimas de mastite
tuberculosa, e que o leite desses animais constitui um grande fator de risco para
quem os consome (O‘REILLY; DARBORN, 1995). Em 1921, na literatura ha o
primeiro relato dessa enfermidade em cabras leiteiras, em lowa nos Estados Unidos,
onde pela primeira vez se destacou o risco a saude publica pela transmissibilidade
deste agente ao homem, devido ao consumo de leite oriundo dessa espécie, sendo
também recomendo como forma de evita - |a a pasteurizacao do leite e a eliminagao
de animais reatores ao teste de tuberculinizagdo (GOLDEN, 1921).

A tuberculose nos caprinos ocorre de forma semelhante a observada nos
bovinos no que se refere aos agentes causais, a patogenicidade, a forma clinica de
apresentacao, a frequéncia, aos aspectos patoldgicos, epidemioldgicos e zoonoticos
(LUKE, 1958; KAKKAR; SINGH; SINHA, 1977; BERNABE et al., 1990-1991a,b).

Ha relatos da existéncia da tuberculose em caprinos em diversos paises. Na
Alemanha foi realizada a incidéncia, da tuberculose em cabras, em abatedouros que
revelaram uma percentagem de 0,71% no periodo de 1904 a 1920, e 1,02% para o
periodo de 1920 a 1937 (O'REILLY; DARBORN, 1995).

No nordeste da Espanha também ocorreu infecgdo por M. bovis em rebanho
de cabras leiteiras, onde foram encontrados 19 rebanhos infectados, sendo que
estes animais apresentavam como principal sinal clinico o emagrecimento. Exames
post mortem mostraram lesdes de tuberculose crénica, com presenga de nddulos
grandes e caseosos e areas de cavitagdes. Essas lesdes foram confirmadas em 65
animais (O'REILLY; DARBORN, 1995).

Em 1990, na Espanha, 77% das 251 cabras provenientes de dois rebanhos
distintos, foram encontradas positivas ao teste da tuberculina e o M. bovis foi isolado
em 10 (28,65%) de 35 cabras reatores e necropsiadas (COUSINS et al., 1993).

Cabras selvagens com prevaléncia de tuberculose acima de 3,1%, dentro de
grupos distintos, foram encontradas em areas endémicas de tuberculose na Nova
Zelandia (MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994; O‘REILLY; DARBORN, 1995). A
significancia epidemiolégica da infeccdo por M. bovis em cabras selvagens, é
geralmente considerada como minima, mas em paises desenvolvidos com

avangados programas de erradicagao da tuberculose bovina, cabras domésticas sé&o
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monitoradas, para prevenir a infecgao por M. bovis, uma vez que quando, infectadas
frequentemente, sofrem de tuberculose pulmonar e sao capazes de reinfectar os
bovinos (O‘REILLY; DARBORN, 1995). Portanto, essa enfermidade ja foi relatada na
Espanha, Austrdlia, india e Zaire (Tanganica), Inglaterra e Estados Unidos; os
diagndsticos foram estabelecidos por achados de necropsia, inspecdo em
abatedouros, e/ou pela realizagédo de teste tuberculinico (GOLDEN, 1921; MOHAN,
1950; SOLIMAN et al., 1953; MILNE, 1955; LUKE, 1958; LESSLIE; FORD; LINZEL,
1960; KAKKAR; SINGH; SINHA, 1977; SHARAN et al., 1988; WELLINGTON, 1988;
BERNABE et al., 1990-1991a; ANDERSON; KING, 1993; COUSINS et al., 1993;
SEVA et al., 2002).

No Brasil, a tuberculose tem sido diagnosticada em animais dessa espécie,
registrando-se o caprino com tuberculose atendido na Clinica de Bovinos e
Pequenos Ruminantes do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo. Este caso, diagnosticado em 2001,
desencadeou pesquisas em caprinos e ovinos objetivando avaliar a ocorréncia
dessa enfermidade em pequenos ruminantes, até entdo considerado como
espécime resistentes a tuberculose (BENESI et al., 2006; CYRILLO, 2006; SILVA et
al., 2006). A ocorréncia desse fato, pode ser considerado como o primeiro caso da
enfermidade em caprinos, com isolamento e identificacdo do agente comprovado no
Estado de Sao Paulo (BENESI et al., 2008).

Em 2005, no Municipio de Jaboatdo dos Guararapes, em Pernambuco, com a
utilizagcdo do Teste Cervical Comparativo (TCC) preconizado por Silva et al. (2006),
em cabras leiteiras tendo como resultado 16,2% de animais que apresentaram-se
positivos ao teste, sendo este o primeiro relato de tuberculose caprina em
Pernambuco (MELO et al., 2005).

Pinheiro et al. (2007), relatou um surto da doenca no Estado de Minas Gerais,
em caprinos leiteiros que mostraram-se positivos ao TCC, sendo estes abatidos,
necropsiados e com posterior identificacdo de Mycobacteriom bovis, com
diagndstico diferencial para Corynebacterium pseudotuberculosis.

No semi-arido paraibano a prevaléncia da tuberculose nessa espécie, em
animais positivos ao teste imunoalérgico foi de 0,47%, e a prevaléncia nas
propriedades identificadas como positivas de 10,71%. Detectou-se também lesbes

compativeis a tuberculose nesses animais quando foram submetidos a necropsia, ao
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estudo histologico, e a bacterioscopia direta onde constatou-se a presenga de

bacilos alcool-acido resistente (BAAR) (PIGNATA et al., 2009).

Apesar das evidéncias da tuberculose caprina no Brasil, o Ministério da

Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) que criou o Programa Nacional de
Sanidade dos Caprinos e Ovinos (PNSCO) pela portaria n® 103, de 7 dezembro de
2004 (BRASIL, 2004), nao inclui nesse programa a tuberculose, desprezando desta
forma o potencial zoonético dessa enfermidade.

Sabendo-se da suscetibilidade da espécie a esta enfermidade, negar a
existéncia deste elo da cadeia epidemiolégica é um problema de cujos suas
dimensdes sao incalculaveis, pois o consumo indiscriminado dos produtos
originarios da caprinocultura € importante fator de risco a populagdo mundial, devido

ao seu potencial zoondtico, sendo uma questao de saude publica.

2.8 OUTRAS DOENCAS DE IMPORTANCIA

2.8.1 Artrite-Encefalite Caprina (CAE)

Os caprinos podem sofrer de Artrite-encefalite caprina, usualmente
denominada CAE (Caprine Arthritis-Encephalitis), que é uma doenga virica
altamente transmissivel, cuja sua disseminagéo no Brasil se deu na década de 80
devido a importacao de caprinos do Canada e da Francga. A doencga se disseminou
desta forma para todo o rebanho do pais. A CAE pode ser transmitida pelo colostro,
pelo aleitamento e pelo sangue, para se evitar a disseminagao dessa doenga no
rebanho é de costume, no Brasil, fornecer aos caprinos jovens o leite de bovinos
para que o animal ndo venha ter CAE (RIBEIRO, 2006). Deve-se salientar que essa
pratica de manejo nutricional torna-se um forte fator de risco para a disseminagéo de
tuberculose nessa espécie animal. Este fato foi comprovado por Griffith (1928) que
relatou o diagndstico da tuberculose em caprinos amamentados com leite de vaca,

no inicio do século passado.
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2.8.2 Linfoadenite Caseosa (L.C.)

Ao se fazer o diagnostico para tuberculose em pequenos ruminantes n&o
deve-se esquecer de realizar o diagnostico diferencial com Corynebacterium
pseudotuberculoses que € o agente causador da Linfoadenite Caseosa (LC). O
Corynebacterium pseudotuberculoses € uma bactéria gram-positiva, pleomoérfica,
que forma pequenas colbnias esbranquicadas rodeadas por estreita zona de
hemdlise completa no meio de cultura, que pode ser evidente em até 72 horas. Dois
tipos de C. pseudotuberculosis sdo conhecidos: linhagens de equino/bovino e de
ovino/caprino respectivamente redutoras e ndo redutoras de nitratos (CORREA;
CORREA, 1992; SMITH, 2006).

O agente ndo possui vetores ou transmissores. Os animais infectados
contaminam o solo, a agua, as instalagoes e os utensilios de manejo em geral com
suas fezes, descargas nasais, orais ou descargas purulentas de abscessos
superficiais rompidos. O agente resiste por meses a dessecagdo quando abrigado
da luz solar, mas € sensivel aos desinfetantes comuns, a temperaturas superiores a
70° C e luz solar direta por cinco minutos (CORREA; CORREA, 1992; RADOSTITS
et al., 2000; QUINN et al., 2005). No local em que o agente se instale, surge um
material caseoso, denso, branco-amarelado contido em abscessos de capsula
espessa que vai aumentar lentamente podendo atingir grande didametro. Os
abscessos mais evoluidos se parecem ao corte com “anéis de cebola”, devido ao
pus organizado em capas concéntricas (CORREA; CORREA, 1992; RADOSTITS et
al., 2000; QUINN et al., 2005).

A prevaléncia da linfandenite caseosa em ovinos e caprinos aumenta
consideravelmente com a idade, podendo se manifestar de forma superficial com o
aparecimento de abscessos subcutaneos nos linfonodos superficiais ou de forma
visceral, que se caracteriza pelo desenvolvimento de abscessos internos nos
linfonodos submandibulares, mediastinicos e mesentéricos, além de 6rgdos como
pulmdo e figado (RADOSTITS et al., 2000; QUINN et al., 2005). Devido a
similaridade macroscépicas desse agente com as lesbes macroscopicas de

Mycobacterium sp; faz-se necessario o diagnostico diferencial da Linfandenite



95

Revisdo- de Literatura

Caseosa com a tuberculose, pelo cultivo ou microscopicamente pelo método

histopatolégico.

2.8.3 Mastite Caprina

A mastite € a inflamac&o da glandula mamaria que ocorre como resposta, na
maioria das vezes, a uma inflamagdo causada por um microrganismo. Caracteriza-
se por uma inflamagao geralmente de carater infeccioso, podendo ser classificada
como clinica ou subclinica. A mastite clinica apresenta sinais evidentes, tais como:
edema, aumento de temperatura, endurecimento, dor na glandula mamaria, grumos,
pus ou qualquer alteragao das caracteristicas do leite (FONSECA; SANTOS, 2000).
Na forma subclinica ndo se observam alteragdes macroscépicas e sim na
composicao do leite; portanto, ndo apresenta sinais visiveis de inflamagao do ubere
(CULLOR; TYLER; SMITH, 1994).

A mastite é considerada uma das doencas mais importantes que acometem
os rebanhos de caprinos leiteiros. Atribui-se a ela perdas na producdo e,
consequentemente, prejuizos econdmicos ao produtor e a industria (FONSECA;
SANTOS, 2000). As perdas econbmicas originadas pelas mastites sao
extremamente elevadas nos rebanhos de pequenos ruminantes leiteiros. A
diminuicdo da produgdo de leite devido a mastites clinicas e subclinicas, a
diminuicdo da qualidade do leite, as repercussdes sobre os animais adultos e
lactantes e, ainda, a saude do consumidor, sdo aspectos relacionados a estas
perdas econbmicas que justificam a grande necessidade em se estudar e
desenvolver estratégias de controle para a doenca.

A mastite caprina, assim como a bovina, gera graves prejuizos econdmicos
devido ao descarte do leite, custos com medicamentos e assisténcia veterinaria,
aumento da méao-de-obra, reducdo da qualidade e quantidade do leite e seus
subprodutos (DULIN et al., 1983; BARROS; LEITAO, 1992) além de ser importante
problema de saude publica (GUSS, 1975).

O “California Mastitis Test” (CMT) € um método indireto, sendo a prova de

eleicdo para diagndstico das mastites subclinicas pela sua facil execugéo, por ser
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econdmico e por dar uma idéia muito aproximada da situagdo do rebanho. E método
amplamente difundido como auxiliar no diagnéstico da mastite subclinica em
bovinos, desenvolvido por Schalm e Noorlander em 1957. Esse método mede
indiretamente a concentragao de leucdcitos no leite. O teste baseia-se em diferentes
graus de viscosidade de acordo com a maior ou menor quantidade de células
somaticas, reagao esta ocasionada pela presenca de um detergente. Em caprinos
as reacgdes negativas e de trés cruzes (3+) sado facilmente interpretadas, mas nas
reagdes intermediarias existem algumas discrepancias, que podem dificultar a
interpretacédo dos resultados. Devido ao maior numero de células somaticas no leite
dos animais da espécie caprina, devem-se considerar como negativos os trés
primeiros niveis: negativo (-); duvidoso (+/-) e fracamente positivos (+) (SMITH;
ROGUINSKY, 1977; CONTRERAS et al., 1996). Somente valores acima destes, ou
seja, positivo (2+) e fortemente positivo (3+) € que devem ser considerados como
infeccao instalada.

Segundo Silva et al. (2001), o CMT podera ser utilizado como teste de triagem
da saude da glandula mamaria caprina, no entanto, para evitar resultados falso-
positivos e devido a fisiologia da glandula mamaria desta espécie, o teste deve ser
associado ao exame microbioldgico do leite. A analise microbioldgica constitui um
método direto cujo objetivo é a identificacdo do agente etioldgico mediante cultivo e
isolamento. Esta técnica € considerada como padréao para o diagnostico da
enfermidade em pequenos ruminantes (CONTRERAS et al., 2007).

A incidéncia anual de mastite clinica em pequenos ruminantes é geralmente
menor que 5%, mas essa pode aumentar esporadicamente (CONTRERAS et al.,
2007). A prevaléncia de mastite subclinica em caprinos e ovinos é estimada entre 5-
30%, mas ha informacdes limitadas sobre a incidéncia de infecgbes intramamarias
(IMI) na literatura, para pequenos ruminantes (BERGONIER; BERTHELOT, 2003;
CONTRERAS et al., 2003).

Alguns patégenos podem causar mastite, mas o Staphylococcus spp €
isolado com maior frequéncia sendo os de maior causa de infecgbes intramamaria
em caprinos e ovinos. Outros patogenos como Streptococcus spp,
Enterobacteriaceae, @ Pseudomonas aureginosa, Mannheimia haemollytica,
Corynebacterium e fungos podem causar IMI em pequenos ruminantes, mas em
menor grau (CONTRERAS et al., 2007).



o7

Revisdo- de Literatura

2.8.4 Mastite causada por Mycobacterim bovis

A mastite causada pelo M. bovis pode apresentar-se de trés formas: mastite
miliar, infiltrativa lobular (ou tuberculose mamaria cronica) e mastite caseosa. A
forma miliar € menos frequente devido a generalizagdo ocorrer quase sempre na
idade jovem do animal, quando a mama esta pouco desenvolvida. A forma infiltrativa
lobular € a mais importante, devido a 80 a 90% da tuberculose mamaria ser deste
tipo (SANTOS, 1979).

A mastite miliar localiza-se nas zonas mais profundas da glandula mamaria
que caseificam e calcificam-se precocemente associando-se aos linfonodos
supramamarios. A crbnica apresenta nédulos grosseiros na parede e na superficie
da glandula mamaria sao consistentes e tem superficie de corte cinza-avermelhado.
A mastite caseosa caracteriza-se por atingir grande extensdao da mama,
determinando hipertrofia e endurecimento acentuado do quarto atingido (ACHA;
SZYFRES, 1984).

No inicio o leite ndo apresenta anomalidades macroscopicas, mas com o
avanco da doencga, aparecem fléculos muito finos que se depositam quando o leite
esta em repouso, deixando-o com aspecto claro de coloragdo ambar. Em estagios
mais avancados o leite pode se apresentar apenas como um liquido de coloragao
ambar, com aspecto quase aquoso, grumoso ou as vezes cremoso. As infecgdes do
Ubere s&o observadas em 1% dos casos (CORREA; CORREA, 1992; RADOSTITS
et al.,, 2002). Aproximadamente 1% das vacas tuberculosas eliminam o bacilo de
forma intermitente no leite (GRANGE; YATES, 1994). Devido o leite ser uma
importante fonte de contagio as espécies suscetiveis, sendo um grande problema a
saude publica devido a transmissibilidade deste agente ao homem, apesar de ser
minimizado pela pasteurizagdo do leite (ACHA; SZYFRES, 1984; O'REILLY;
DARBORN, 1995).
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2.9 DIAGNOSTICO

Para realizagdo do diagnostico da tuberculose bovina in vivo pode-se recorrer
aos métodos clinicos, alérgicos e soroldgicos; apdés a morte, pelos exames
anatomopatolégicos, histolégico, bacteriolégicos, incluindo sondas de DNA e
técnicas de PCR (HAAGSMA, 1995; ROXO, 1996b).

2.9.1 Diagnéstico Clinico

O diagnéstico clinico da tuberculose € dificil devido ao fato de que os sinais
respiratorios, o emagrecimento € o aumento de tamanho de alguns linfonodos
ocorrem em casos avancados da enfermidade e podem ser confundidos com outras
doengas. Portanto, a tuberculinizagdo, método alérgico, é a unica forma eficiente de
diagnosticar a enfermidade em animais vivos. Nessa prova, os animais infectados
sdo reativos, “alérgicos”, as proteinas contidas na tuberculina e desenvolvem
reacOes caracteristicas de hipersensibilidade do tipo IV, evidenciada por edema no
local da inoculacédo (RIET-CORREA et al., 2001).

2.9.2 Diagnéstico post mortem

O diagnostico post mortem, também denominado de anatomopatoldgico da
tuberculose bovina, que ocorre durante a realizacdo da necropsia ou da inspecao
sanitaria de carcagas em matadouros-frigorificos, apresentam consideravel
dificuldade, uma vez que muitos processos, inflamatérios granulomatosos
apresentam caracteristicas morfolégicas semelhantes as descritas para tuberculose,
isto é, lesbes nodulares com 1 mm a 2 cm de didmetro, confluentes ou nao, de cor
amarela, envolvidos, por capsula e contendo exudato com aspecto purulento ou

caseaso no seu interior.
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As lesbes de tuberculose devem ser diferenciadas das lesbes dos seguintes
agentes: Corynebacterium pyogenes, Actinomyces bovis, Actinobacillus iligneerensi,
por fungos, na infestacdo por larvas de parasitas, bem como alguns processos
neoplasicos, que s&o confundidos frequentemente com tuberculose devido a
semelhanga macroscopica das lesdes. Deve-se aqui ressaltar que para caprinos
também deve ser realizado o diagnostico diferencial de Corynebacterium
pseudotuberculoses devido a semelhanca da lesdo macroscoépica (BIER, 1982;
ANDRADE et al.,, 1991; CORNER, 1994; ESSEY; KOLLER, 1994; NEILL et al.,
1994; LAGE et al., 1998; GIL, 2000).

Apesar das dificuldades apresentadas pelo exame anatomopatoldgico €
crucial para o diagnéstico de tuberculose. Isto pode ser confirmado com base nos
resultados preliminares alcangados pelos programas de controle, implantados em
regides com alta prevaléncia da doenga, onde o exame post mortem convencional
detecta 47% das lesbes de tuberculose em carcagas de bovinos abatidas
(CORNER, 1994; LAGE et al., 1998; MENZIES; NEILL, 2000).

2.9.3 Diagnéstico Histologico

O diagnostico histopatologico € uma forma complementar ao exame post
mortem de caracacas que apresentaram lesbes macroscépicas que condizem com
tuberculose. Este exame constitui-se em uma forma direta de diagndstico presuntivo
utiizada para pesquisar bacilo alcool-acido resistente (BAAR), ou indireta,
detectando o granuloma, considerando a caracteristica dessa lesdo. Para a
realizacdo deste exame é importante obter-se fragmentos da lesdo com
aproximadamente 1,0 cm de espessura abrangendo, preferéncialmente, a zona de
transicdo entre a area lesada e a aparentemente normal. Os fragmentos devem ser
colhidos e acondicionados em fracos de boca larga contendo formol a 10% em
volume dez vezes maior que o material a ser fixado (LEMOS, 1998; CASSIDY et al.,
1999).

Depois de fixado, incluido em parafina e microtomizado, os cortes histolégicos

do tecido lesado podem ser submetidos a coloragdo de hematoxilina-eusina (H.E.),
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examinados sob microscopia de luz. Permitindo dessa forma, a observacdo da
morfologia e organizagdo do granuloma caracteristico de tuberculose, revelando seu
envolvimento por uma capsula conjuntiva, adjacente a ela ha a presenca de infiltrado
mononuclear, predominantemente constituido por macréfagos e poucos linfécitos;
também sdo observados células epiteliodes, células gigantes tipo Langerhans
delimitando a necrose de caseificacdo, que no interior pode conter material amorfo
basofilico, resultando da calcificacao distrofica (CASSIY et al., 1999).

As laminas histologicas também podem ser submetidas a coloragéo especial
pelo método de Ziehl-Neelsen, modificado por Faraco e Wade, ou pelo método de
Kinyoun. Estas técnicas baseiam-se nas propriedades tintorias comuns as
micobactérias e aos micorganismos do género Nocardia, Rhodococcus e
Corynebactcterium, conhecidos como alcool-acido resistentes (BAAR), assim
denominados porque conseguirem reter a fucsina aquecida apds o tratamento do
material com alcool-acido. Neste tipo de coloragao, os microrganismos alcool-acido
resistente podem ser observados ao microscopio optico de luz, em objetiva de
imers&do, aparecendo como bacilos corados de vermelho, contrastando com o
restante do corte histolégico em contraste ao azul ou verde, pelo verde de malaquita,
conforme a técnica utilizada (LUMA, 1968; BEHMER; TALOSA; FREITAS, 1976;
MICHALANY, 1980).

A técnica de coloracao fluorescente com auramina-rodamina também € uma
metodologia utilizada para detectar o bacilo no corte histolégico da lesdo, mas
necessita de microscopio especial para a sua leitura. E uma técnica que utiliza uma
lente de menor aumento que a de imersao, sendo portanto possivel avaliar a mesma
area da lamina em menor tempo do que com a técnica de ZN (KENT; KUBICA,
1985; GITHUI et al., 1993). Apresenta maior sensibilidade que o ZN & mais rapida,
porém requer confirmagéo posterior com o ZN, caso o resultado seja positivo, para
que artefatos sejam excluidos (HOPEWELL; BLOOM, 1994; KRITSKI et al., 2000).

2.9.4 Diagnéstico imunoldégico
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2.9.4.1 Tuberculinizacéo

O diagndstico imunolégico € baseado nas reagbes alérgicas in vivo,
representado pela prova tuberculinica. E uma forma de diagndstico que é capaz de
detectar infecgdes incipientes, com trés a oito semanas pds contato com M. bovis,
desde que sejam empregadas técnicas utilizando-se reagentes e equipamentos
padronizados. E considerada uma resposta de hipersensibilidade tardia mediada por
linfociotos T sensibilizados, caracterizando-se por apresentar um infiltrado de células
mononucleares no local da aplicagao, deflagrada em animais expostos ao bacilo,
que vem sendo utilizada para diagnéstico em bovinos a mais de cem anos
(MONAGHAN, 1994; NEILL et al., 1994). E a forma diagnostica preconizada pelo
MAPA, sendo utilizada no Brasil para o Programa Nacional de Controle e
Erradicagao da Brucelose e Tuberculose bovina (PNCEBT), implantado no pais em
2001 (BRASIL, 2001a,b).

Atualmente, existem dois tipos de testes tuberculinicos em uso. O teste
intradérmico simples que € realizado com o PPD bovino e o teste intradérmico
comparativo, no qual, utiliza-se o PPD bovino e o aviario simultaneamente
(MONAGHAN, 1994). No pais segundo as normais preconizadas pelo MAPA, a
tuberculinizagao por meio do Teste Cervical Simples (TCS) é adotada como prova
de triagem devido a sua boa sensibilidade; o Teste da Prega Caudal (TPC) também
€ utilizado como prova de triagem, porém exclusivamente em gado de corte; o Teste
Cervical Comparativo (TCC) é a unica prova confirmatdria, podendo ainda ser usada
como prova de triagem em rebanhos com histérico de reacgdes inespecificas, em
estabelecimentos certificados como livres e em propriedades com criagdo de
bubalinos, visando garantir boa especificidade diagndstica (BRASIL, 2001a,b).

Nos teste tuberculinicos podem ocorrer resultados falsos-negativos devido a
infeccao recente, periodo pos-parto e desnutricdo. Animais recém infectados
comegam a apresentar resposta entre 30 a 40 dias apos a infeccdo. Contudo,
animais em estado avangado de infecgdo podem apresentar anergia ou auséncia de
reatividade cutadnea a tuberculina e ndo responder. Resultados falsos-negativos

também poderao ocorrer por reacdes inerentes ao proprio teste ou em sua leitura e
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interpretacdo, a utilizagdo de drogas imunosupressoras também podem ser um fator

a este tipo de resultado (MONAGHAN et al., 1994).

Para caprinos a tuberculinizagdo vem sendo utilizada como forma de
deteccdo da doenga nessa espécie (SOLIMAN et al., 1953; MILNE, 1955). Sabendo-
se que o0s caprinos apresentam menor sensibilidade a tuberculina quando
comparadas aos bovinos (WANASINGHE et al., 1973; ARELLANO REYNOSO et al.,

1999), e que os valores padrdes recomendados pelo Brasil (2004) no PNCEBT, para

realizar a leitura e interpretagao obtidos no Teste Cervical Comparativo em bovinos
apresentam medidas limites para positividade que s&o superiores as estabelecidas
no experimento Silva et al. (2006). A simples utilizacdo dos valores de bovinos para
caprinos determinaria uma falsa negatividade nessa espécie, a presengca da
tuberculose; o que invalida o uso desses padrbes de interpretacdo do teste
tuberculinico para caprinos, fato testado e comprovados nos experimentos de Silva
et al. (2006) e avaliado por Almeida (2009).

2.9.4.2 Interferon-gama (IFN- ¥)

A produgéo especifica de Interferon-gama (IFN-y¥) é forma diagnéstica in vitro,
realizada em amostras heparinizadas do sangue total do animal suspeito, com o

objetivo de mensurar a produgao de Interferon-gama (WOOD; JONES, 2001).

2.9.4.3 ELISA

Trata-se de um ensaio de imunoadsor¢ao enzimatica (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay-Elise) através do qual é possivel se verificar a existéncia da
resposta imune mediada por células, desenvolvida pelo organismo do animal em
resposta a infeccdo através do teste de captura, utilizado pelos anticorpos
monoclonais anti-IFN—y. A auséncia de detecgdo de IFN—y caracteriza a

negatividade do animal para a infeccdo pelo M. bovis uma vez que os linfécitos de



63

Revisio-de Literatura
bovinos ndo infectados, ndo produzem esta quimiocina de forma especifica. Como

trata-se de um teste in vitro, tem a vantagem de nao interferir no estado imune do
animal podendo ser repetido no mesmo animal sem a necessidade de respeitar o
periodo da dessensibilizacdgo (MADRUGA; ARAUJO; SOARES, 2001; WOOD;
JONES, 2001).

2.9.5 Diagndstico Bacteriolégico

O isolamento de Mycobacterium bovis € um método diagndstico considerado
como “padrdo ouro”. Porem o longo periodo necessario para o isolamento e
identificacdo bioquimica, € um de seus pontos criticos, podendo demandar mais de
12 semanas para a conclusao definitiva do diagndéstico (COLLINS et al., 1994;
CORNER, 1994).

A cultura do microrganismo € necessaria nos locais onde a prevaléncia da
doenga € baixa, como nos estagios finais de uma campanha de erradicagdo, ou
quando o animal ndo apresenta lesbes macroscopicas visiveis, mas é reativo a
tuberculina (CORNER, 1994).

A obtencdo de diagnostico satisfatério para a realizacdo deste método
depende das condi¢des da colheita das amostras, principalmente no que diz respeito
a assepsia, bem como a estocagem, até o seu envio ao laboratério. Em locais cuja
temperatura ambiente é alta devem ser conservados a menos 20°C, pois estudos
realizados onde foram observados a viabilidade das amostras quando submetidas a
essa temperatura de estocagem, obtiveram 90% de recuperacdo das amostras
positivas com M. bovis quando submetidas por dias a essa temperatura, e quando
mantidos por um ano tiveram 76% de recuperagao da bactéria. O tetraborato de
sodio que é uma substancia utilizada para a preservagdao da amostra, revelou ser
eficiente quando a manutencé&o da viabilidade dos bacilos em amostras a 6 ° C
positivos foram processados até 72 horas pos colheita. Passando esse periodo
houve uma queda abrupta na viabilidade dos bacilos dificultando a sua recuperacao
por procedimentos laboratoriais preconizados para isolamento micobacteriano
(CORNER, 1994).
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No laboratério, os principais fatores que influenciam no sucesso do
isolamento s&o: a escolha do meio de cultura, os procedimentos de
descontaminacdo da amostra e as condi¢gdes de incubacado do agente. Sabendo-se
que o M. bovis € uma bactéria que requer meios ricos em nutrientes para o seu
crescimento e isolamento. Os meios de cultura de Stonebrink e o Ldwenstein-
Jensen que sdo a base de ovo e piruvato, sendo o Stonebrink o0 mais recomendados
para o cultivo de M. bovis. Meios de cultura a base de Agar enriquecidos com soro
ou sangue, a exemplo do Middlebrook modificado ou 7H11 e o meio Agar sangue ou
B83, também s&o indicados para o cultivo (CORNER, 1994).

Os meios de cultivo a base de agar, o crescimento bacteriano € mais rapido,
sendo que a primeira colonia de bactérias comega a ocorrer por volta de 27 dias no
B83 e em 28 no 7H11. Ja quando se utiliza o Stonebink o crescimento é entorno 36
dias. Entretanto os meios a base de Agar sdo mais suscetiveis ao crescimento de
microrganismos contaminates, mesmo se amostra cultivada tenha sido previamente
descontaminada. O Loéwenstein-Jensen € o meio que apresenta o melhor
rendimento, quando comparado com os meios a base de agar (CORNER, 1994;
HOPEWELL; BLOOM, 1994). Os meios liquidos como o 7H-9 sdo mais adequados
para os repiques de cultivos e para a estocagem de cepas também. A leitura dos
resultados das culturas s6 € possivel apos duas a oito semanas pos coleta do
material clinico.

Os meios Dorset e Stonebrinks, nos quais incorporam gema de ovo, tampao
fosfato, sais de magnésio, piruvato de sodio e ocasionalmente, aminoacidos, com
auséncia glicerol por ser um inibidor desta micobactéria, requerem
aproximadamente 3 a 4 semanas em incubagdo a 37°C antes das colbnias se
tornarem visiveis. No meio liquido, o crescimento é restrito a superficie a menos que
o detergente aniénico seja incorporado ao meio (Tween 80). Além de estimular o
crescimento, torna a hidréfila a superficie do bacilo e proporciona o crescimento
disperso (ABRAHAO, 1998).

Os mais recomendaveis sdo os meios de Lowenstein Jensen, Petragnani e
Middlebrook 7H10 e 7H11 para M. tuberculosis, enquanto que Stonebrink € o Unico
meio utilizado para isolamento de M. bovis. O M. bovis tem dificuldade em se
desenvolver em meios glicerinados, e por este motivo se desenvolve melhor no meio

de Stonebrink, onde o glicerol é substituido pelo piruvato de sédio. Para o
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isolamento primario do M. bovis nos meios a base de agar, recomenda-se uma
pequena concentragcdo de CO2 (ndo superior a 5%), ja que o M. bovis é
microaerofilo (MARCONDES et al., 2006).

O isolamento de M. tuberculosis nos meios de Lowenstein-Jensen e
Petragnani leva de 12 a 25 dias enquanto que o M. bovis leva de 24 a 40 dias para
se desenvolver no meio de Stonebrink, dificultando o diagnéstico da doenca
(MARCONDES et al., 2006 ).

O processo de descontaminacdo € um procedimento indispensavel para
amostras consideradas nado estéreis ou contaminadas, tais como: urina, suco
gastrico, lavados bronquiais, materiais de autdpsias, secre¢des purulentas e fezes
entre outras (BALIAN et al., 2002), sendo maior problema em relacdo a este
processo, a selecdo de um descontaminate e a sua concentragdo, bem como os
efeitos adversos que a maioria dos reagentes tem sobre o M. bovis. Varias
substancias podem ser utilizadas como descontaminates como: acido oxalico,
cloreto de hexadecilpiridinio, cloreto benzalcénico e o descontaminate de Petroff que
contem NaOH a 2% em sua formula (CORNER, 1994), mas a escolha adequada da
substancia ideal a ser utilizada depende do tipo de amostra para a recomendacao de
um determinado método (BALIAN et al., 2002).

Pode-se citar a descontaminagdo com acido oxalico e posterior semeadura
em meio Lowenstein-Jensen e meio Herrold clara de ovo; a descontaminagao pelo
método hexadecil piridinium cloride HPC e adicdo de um suplemento ao meio de
cultura, o mycobactin J. Sdo encontrados protocolos que utilizam o lauril sulfato de
sédio; o acido oxalico a 5%, método de Corper e Stoner modificado (fosfato
trissoddico a 23% e fosfato monossddico a 20%); o método de Kubica e Dye (N-acetil-
L-cisteinahidroxido de sédio = NALC-NaOH); o método do cloreto de cetilpiridinio
(CCP) e o método Lowenstein- Jensen (acido sulfurico a 15%) (BALIAN et al., 2002).

O método de Petroff vem sendo utilizado no Laboratério de Zoonoses
Bacterianas do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
para a descontaminagao de linfonodos, conteudo de lesbes granulomatosas, figado,
baco, pulmao entre outros espécimes como protocolo padrao (BALIAN et al., 2002).
O diagnéstico bacterioldgico é realizado pelo laboratério de Zoonoses da Faculdade

de Medicina Veterinaria da Universidade de Sao Paulo, com a finalidade de isolar e
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tipificar o M. bovis das outras micobacterioses existentes. E realizado com a
utilizacdo de dois meios de cultura sdélida que sao: Lowenstein-Jensen acrescido de
piruvato de sodio e Stonebrink-Lesslie isento de glicerol que é toxico para o M.
bovis. Antes de ser semeado nesses meios o material enviado ao laboratério deve
ser descontaminado pelo método de Petroff, que utiliza NaOH a 2% com posterior
neutralizados com HCL e IN. Apds a descontaminagao passa-se a semeadura do
inoculo que sera mantido em estufa a uma temperatura entre 35 a 37 °C com leituras
semanais de até 90 dias (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1972, 1973).

Constata-se uma ampla variedade de combinacbes de solugdes e
concentracbes de substdncias quimicas que buscam a maxima inativacao de
microbiota acompanhante das amostras e a minima injuria as micobactérias
presentes (BALIAN et al., 2002). Para amostras de fezes, o método de Lowenstein-
Jensen ou de Petroff € recomendado, sendo que nos casos em que se necessita
acao descontaminante mais intensa, sugere-se o método de Teepol (BALIAN et al.,
2002).

2.9.6 Diagnéstico Moleculares

As técnicas de biologia molecular para a amplificacdo de acido
desoxiribonucleico (DNA), como no caso a reacdo em cadeia da polymerase (PCR),
baseia-se na sintese enzimatica orientada por oligonucleitidios iniciadores,
denominados primers. Estes oligonucleotideos correspondem a uma porgao de DNA
que se pretende sintetizar e ampliar. Eles fornecem um sitio para que a enziama
DNA-polimerase promova a sintese e incorporagdo do nucleotideo, alongando o
DNA que se desenvolve em trés etapas distintas, isto €, desnaturacdo térmica e
separacao de dupla fita de DNA, hibridizada das fitas resultantes com os primers,
aleamento e a extens&o destes com auxilio da enzima DNA-polimerase (OIE, 2005).
A técnica de PCR tem a sua importancia baseada na habilidade de replicar ou
amplificar o DNA “in vitro” sem proliferagao biolégica do organismo portador de tal
genoma (BRASIL, 2000).



67

Revisdo- de Literatura

A PCR vem sendo empregada para o diagnostico de tuberculose bovina,
sendo amplamente avaliada na detecgao de micobactérias do complexo MTB em
colonias cultivadas, em leite, em tecidos frescos, em tecidos fixados em formol e
embebidos parafinados. Também tem sido utilizado diversos primers para amplificar
a sequéncia de RNAr 16S-23S, correspondentes as sequéncia de insercao em
cromossomo de micobactérias, 1IS610 e 1IS1081, como também genes codificadores
como MPB70 de 24KDa, o Antigeno B de 38KDa e HSP de 65KDa (FISAMOTTI et
al., 2001; LEITE; COOKSEY, 2003).

A técnica fingerprinting, também tem sido utilizada por alguns laboratorios de
diagndstico com o intuito de distinguir diferentes espécies do complexo MTB e
algumas mostraram pertencentes ao M. bovis. O método mais utilizado é o de
oligotipos espagadores ou spacer oligotyping ou Spoligotyping. Também seguem o
padrdo de corte fingerprinting as técnicas PCRS (Polymorphic “GC” Repeat
Sequence), DR (Direct Repeat), RPLP (Restriction Fragmente Lenght
Poliymorphanalyis) e VNTR (Variable Number Tandim Repeat) (OIE, 2005).

Somando-se as técnicas mencionadas, a reacdo em cadeia de polimerase em
tempo real (PCR-real time), MIRU (Mycobacterial Intersperised Repetitive Unit) e ISP
(Synonymous Single Nucleotide Plymorphems) também vem sendo implementada
com as demais técnicas, na metodologia de diagnodstico rapido de Mycobacterim
bovis, tornando-se ferramenta para estudos epidemiolégicos da transmissao da
tuberculose bovina, dando notoriedade a um moderno campo de pesquisa a
epidemiologia molecular da transmisséo da tuberculose bovina, onde a agilidade e a
rapidez na deteccao do M. bovis podem ser determinantes na escolha desses
métodos, que diferenciam as espécies e amostras diferentes de uma mesma
espécie ao invés do DNA.

A contaminacéo cruzada tem sido o grande problema na padronizagdo dos
métodos moleculares, a variagdo nos resultados de diferentes autores quanto a
sensibilidade e especificidade deste teste devem-se a muitos fatores como o tipo da
amostra utilizada, o emprego de metodologias diferentes no preparo da amostras, no
sistema de amplificacdo e na deteccdo do produto de amplificado, isto sé sera

extinto com protocolos confiaveis e padronizados por varios laboratérios (OIE, 2005).
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3 OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia do tema a precariedade de dados nacionais
sobre tuberculose e micobacterioses em caprinos mediante a necessidade de evitar

que essa zoonose se propague, este trabalho tem por objetivo:

1. Verificar se houve processo inflamatoério da glandula mamaria devido a

agentes de mastite ou a presenga de Mycobacterium.

2. Comparar a frequéncia de isolamento pelo teste de Zielh-Neelsen nas
amostras de leite e de fragmentos de glandula mamaria de caprinos tuberculina

positivo.

3. Verificar se as lesbes encontradas na glandula mamaria apresentam
frequéncia semelhante aos isolados pelo teste de Zielh-Neelsen em caprinos

tuberculina positivo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS DE CAMPO

As atividades a campo foram realizadas em um capril onde estava ocorrendo
um surto de tuberculose, no Estado de Minas Gerais (MG), em uma propriedade
localizada na cidade de Bueno Brandao. O rebanho desta propriedade era composto
de cabras das espécies Saanem e Pardo Alpino cuja aptiddo predominantemente
era a leiteira. O plantel do capril era de 360 animais, sendo colocado em producgao
160 animais, com uma producdo media diaria de trés litros de leite com produgao
total por animal de 480 litros de leite por dia.

O sistema de producdo da propriedade era intensivo. O rebanho era
alimentado com pastagem de campo, auternando entre brachiaria e capim elefante,
sendo esta cortada e fornecida aos animais, e silagem. Eram suplementados com
farelo de soja, milho e carogo de algodéo. O leite destes animais era destinado a
fabricacado de queijos, dependendo do tipo de queijo a que este era destinado, o leite
era pasteurizado e processado na propria propriedade.

Durante o surto todos os animais da propriedade foram submetidos a prova
de tuberculinizagao realizada segundo os critérios de Silva et al. (2006).0 resultado
obtido da prova de tuberculina consistiu em um total 68 (42,5%) animais positivos,
esses foram submetidos ao exame clinico. Dos 68 animais utilizou-se de 60 animais
para a coleta de amostras de leite para exame bacterioldgico e isolamento de
Mycobacterium bovis. Foram utilizados 30 animais dos 68 animais tuberculina
positiva para se realizar necropsias e desses coletou-se amostras de fragmentos da
glandula mamaria para exame bacteriolégico, isolamento de M. bovis e
histopatologico.

Cabe destacar que todos os 68 animais foram submetidos aos testes de
Tamis e ao California Mastits Test (CMT), mas coletou-se leite apenas de 60 animais
perfazendo um total de 119 amostras de leite ao invés de 120, pois uma glandula
encontrava-se seca. O grupo submetido a necropsia nado foi previamente

selecionado, sendo aleatoriamente retirado do total de animais para este
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procedimento. Com o grupo necropsido foram obtidas 60 amostras de glandulas

mamarias.

4.2 PROCEDENCIA E EXAME CLINICO

Foram utilizados pequenos ruminantes da espécie caprina (Capris hircus),
previamente sensibilizados ao teste de tuberculinizagdo intradérmica cervical
comparativo, executado segundo as orientagdes adotadas no Brasil, para a espécie
bovina (BRASIL, 2001a,b). A leitura do teste de tuberculinizacdo intradérmica
cervical comparativa foi realizada 72 horas apds inoculagdo da tuberculina nos
animais, sendo essa leitura similar a realizada em bovinos de leite como é
recomendado por Lesslie, Ford e Linzel, (1960), Cousins et al. (1993), Liébana et al.
(1998), Arellano Reynoso et al. (1999), Thorel e Gaumont (1977) e Seva et al.
(2002). Os resultados ao teste de tuberculinizagcdo com M. avium e M. bovis lidos as
72 horas poés-sensibilizacdo foram positivas quando o aumento da espessura da
dobra da pele induzida pela tuberculina bovina foi superior a reagao aviaria em pelo
menos 2,5 mm; reagao inconclusiva quando a diferenca entre a tuberculina bovina e
a tuberculina aviaria ficou situada entre 1,9 e 2,4 mm; e negativa quando a reacao
bovina ultrapassou a aviaria em até 1,8 mm, como foi realizado e recomendado por
Silva et al. (2006).

Os animais positivos foram separados do restante do rebanho e submetidos a
exames clinicos minuciosos. Foi medido a temperatura, auscultado os batimentos
cardiacos, auscultado os movimentos respiratorios que foram classificados num
escore de zero a cinco, com a interpretagdo de negativo a ronco, e a auscultagéo

classificada de normal a secregdes viscosas bronquiais (Quadro 3).
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Escore Legenda Interpretacéo Auscultacdo
0 N Negativo Normal
1 CG Crepitagdo Grossa > Liquido interior brénquios
2 CF Crepitacédo Fina > Liquidos alveolus
3 Il Inspiragao Liquido e viscosidade brénquios
Interrompida
4 S Sibilo Muco espesso bronquios
5 R Ronco Secregdes viscosas brénquios

Quadro 3 - Parametros analisados na auscutagao pulmonar, o escore varia de 0 a 5 de acordo
com a gravidade das manifestagbes respiratdrias apresentadas

Verificou-se também os movimentos ruminais de cada animal. Nas fémeas
examinou-se o ubere, de cada uma, que foi classificado num escore de zero a
quinze, onde se observou clinicamente o parénquima da glandula e o leite. Dentre o
escore anteriormente citado o parénquima foi classificado de macio a fibroso, e o

leite foi classificado em sem alteracdo a sem secregdo (Quadro 4).

Observacao Clinica

Escore Parénquima Leite
0 Macio Sem Alteracao
1 Macio Seroso
2 Macio Flocos Pequenos
3 Granulomatoso Seroso
4 Granulomatoso Flocos Pequenos
5 Granulomatoso Grumos
6 Granulomatoso Grumos com sangue
7 Granulomatoso Pus
8 Edemaciado Seroso
9 Edemaciado Flocos Pequenos
10 Edemaciado Grumos
11 Edemaciado Grumos com sangue
12 Edemaciado Pus
13 Fibrosado Seroso
14 Fibrosado Flocos Pequenos
15 Fibrosado Sem Secrecao

Quadro 4 - Escore para os resultados clinicos encontrados no exame

clinico da glandula mamaria e leite
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4.3 COLETA DAS AMOSTRAS

4.3.1 Leite

Anteriormente a realizacdo dos Testes Tamis também denominado strip cup,
e o CMT, realizou-se a antissepsia dos tetos que foram lavados com solugao
desinfetante, em seguida secos com papel toalha descartavel, e desinfetados
utilizando-se algodédo embebido em alcool iodado a 2%, principalmente na regido do
Ostio do ductus papilaris. Apos a realizacdo dos procedimentos anteriormente
descritos, procedeu-se a coleta. Coletou-se o leite de todas as fémeas,
desprezando-se os primeiros jatos que foi utilizado para o teste de Tamis, conhecido
também com teste de Fundo de Caneca, que recebeu um escore de zero a seis com

a interpretagao que foi classificada de normal a sem secrecao (Quadro 5).

Escore Legenda Interpretacéo

0 N Normal

1 S Seroso

2 FP Flocos Pequenos

3 G Grumos

4 GS Grumos com sangue

5 P Pus

6 SC Sem secrecdo
Quadro 5 — Escores na analise do leite em fundo de caneca
(TAMIS)

Depois de realizado o teste de Tamis, cada animal foi submetido ao teste
CMT, sendo que este recebeu um escore de zero a quatro, com interpretacdo de
negativo a fortemente positivo e com o numero de células somaticas indo de O-
100.000/ml a maior que 2.700.000/ml (Quadro 6). Logo apdés o termino desses
testes, as amostras de leite foram colocadas em tubos estéreis e armazenadas e

mantidos sob refrigeragao.
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Escore Legenda Interpretacdo Células
0 () Negativo 0-100.000/ml
1 T Tragos 100.000-300.000/mi
2 1 Fraco 300.000-900.000/ml
3 2 Nitidamente positivo 900.000-2.500.000/ml
4 3 Fortemente positivo > 2.700.000/ml

Quadro 6 — Escore para o teste CMT (Califérnia Mastitis Test)

4.3.2 Glandulas Mamarias

As cabras tuberculina positivo apds a realizagcdo do exame clinico e da coleta
de leite, foram submetidas a eutanasia para que pudessem ser submetidas a
necropsia, sendo sacrificadas de forma humanitaria.

Os animais positivos ao TCC apds o exame clinico foram abatidos de forma
humanitaria. Para este procedimento segui-se um protocolo de sedacgdo, para cada
animal, com aplicacdo de acepromazina' na dose de 0,2 mg/kg. A seguir, aplicou-se
tiopental na dose de 10,0 mg/kg. Para a parada cardio-respiratéria, foi administrado
200 a 300 ml de cloreto de potassio? (KCl). Todos os medicamentos utilizados para a
realizagcao da eutanasia foram aplicados por via endovenosa.

Os animais apos terem sido eutanasiados foram submetidos a necropsia. No
decorrer desta buscou-se lesbes macroscépicas das glandulas mamarias que
condize-se com tuberculose. O ubere de cada animal foi examinado
minuciosamente, separando-se a glandula direita da esquerda, onde também
observou-se o0 parénquima mamario de cada glandula. Apos o exame, retirou-se trés
fragmentos do parénquima da glandula mamaria, sendo um fragmento com
aproximadamente 1,0 cm e dois fragmentos com aproximadamente 2,0 cm cada um.
O primeiro fragmento foi coletado de forma mais asséptica possivel, sendo colocado
em tubo estéril e acondicionado sob refrigeragdo. Os outros fragmentos do tecido
mamario foram colocados em recipiente apropriado contendo formol a 10% e
destinados ao exame histopatolégico com a finalidade de encontrar lesdes

microscopicas tipicas de tuberculose.

! Acepram 1% (Vetnil®)
2 Thiopentax (Critatia®)
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Deve-se salientar que todo material coletado foi devidamente acondicionado
no Laboratério de Doencgas Infecciosas do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Animal (VPS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de S&o Paulo (FMVZ-USP), onde foram mantidos até o

processamento das analises.

4.4 EXAMES MICROBIOLOGICOS DAS AMOSTRAS DE LEITE

De um total de 120 glandulas mamarias examinadas do grupo de 60 animais
submetidos a coleta de leite, efetivamente coletou-se 119 amostras de leite, pois
uma glandula estava seca.

As amostras de leite que estavam sendo mantidas sob refrigeragcéo, foram
descongeladas dentro da geladeira. Apds descongelamento, estas foram
homogeneizadas e semeadas, com alga estéril, em meio de Agar Sangue de
carneiro (agar base® acrescido de 5% de sangue de carneiro) e em caldo de infusdo
cérebro-coracdo (caldo BHI*) com incubacdo, respectivamente & 37°C em aerobiose
por 24, 48 e 72 horas. Fez-se a leitura das placas de petri com o material semeado
nos trés tempos com a finalidade de isolar, identificar e classificar os microrganismos
detectados no leite que ndo fossem micobacterias. Os microrganismos isolados
foram identificados de acordo com Lennette, Spaunding e Traunt (1985) e
classificados segundo Krieg e Holt (1994) e Kreeger-Van-Rig (1984).

A leitura foi realizada durante os trés tempos (24, 48 e 72 horas), sendo
observadas as seguintes caracteristicas: aspecto da coldnia, coloragao, presenga ou
nao de hemdlise, qual o tipo de hemdlise, se era catalase positiva ou negativa. As
caracteristicas observadas aqui relatadas foram seguidas segundo a metodologia
utilizada pelo Laboratério de Doencas Infecciosas pelo Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da USP.

Fez-se um esfregaco em lamina das colénias que cresceram no meio de Agar

Sangue, dos trés tempos de leitura, para identificar através da coloragao de Gram se

®Blood Agar base — Oxoid — Hampshire.
4 Brain Heart infusin — Difco — USA
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as bactérias encontradas eram gram positivas ou gram negativas. Apds a coloragéo
de Gram as laminas foram observadas em microscépio 6ptico (Micronal Olympus)
nas objetivas de 40 X e 100X de aumento.

Sabendo-se que a bactéria era gram positiva ou negativa, passou-se as
provas bioquimicas para poder fechar a espécie da bactéria. Como os
microrganismos encontrados foram gram positivos as provas bioquimicas, utilizada
foram feitas para a série de Staphylococcus spp, onde utilizou-se as seguintes
substancias: maltose, trealose, sacarose, manitol, lactose, uréase e coagulase.
Posteriormente a leitura da série e dependendo se nao fosse possivel fechar a
espécie, outras provas foram realizadas, portanto na tentativa de fechar a espécie foi
verificada a sensibilidade dos microrganismos as seguintes substancias: polimixina
B, novabiocina e a bacitracina. Com estas provas foi possivel chegar a espécie de
Staphylococcus encontrada nas amostras. Para verificar se as bactérias eram
sensiveis ou resistentes, elas foram semeadas no meio de Miiller & Hintom Agar®,
colocadas em estufa a 37°C e lidas 24 horas apo6s terem sido semeadas. Deve-se
destacar que as bactérias do tipo Corynebacterium ssp apresentam crescimento

mais lento e crescem entre 48 e 72 horas, sdo pequenas e sdo gram positivas.

4.5 EXAMES MICROBIOLOGICOS DOS FRAGMENTOS DE GLANDULA MAMARIA

Foi coletado fragmentos de 60 glandulas mamarias de 30 cabras
necropsiadas. Os fragmentos das glandulas com cerca de 1,0 cm que foi mantido
sob congelamento, no momento da semeadura o fragmento foi descongelado, foi
mergulhado em alcool etilico 96° G e flambado trés vezes para eliminagdo de
contaminagao externa do fragmento. Posteriormente foram colocados em Graal
estério, triturado com areia e salina estéril, onde foram macerados com um pistilo.
Depois de feito esse processo, colocou-se com alga estéril descartavel o conteudo
obtido do macerado sendo semeando em caldo de infusdo cérebro-coragéo (caldo

BHI°), e meio de Agar Sangue de carneiro (agar base’ acrescido de 5% de sangue

> Miieller Hinton Agar-Difco
® Brain Heart Infusin — Difco - USA
" Blood Agar base — Oxoid - Hampshire



76

Material e Métodos

de carneiro). O material que foi semeado em BHI, Agar Sangue (4gar base
acrescido de 5% de sangue de carneiro) foi incubado a 37°C por um periodo de 24
horas. A leitura dos meio Agar Sangue foi realizada as 24, 48, e 72 horas visando a
observagéo do crescimento, isolamento e identificagcdo dos microrganismos isolados
nas placas de petri. Anteriormente as leituras 48 e 72 horas as amostras que foram
semeadas em BHI, no dia seguinte os indculos do caldo BHI, foram semeadas
novamente nos meios de Aguar Sangue e BHI, objetivando um melhor isolamento
(Figura 3).

A leitura foi realizada durante os trés tempos (24, 48 e 72 horas), sendo
observadas as seguintes caracteristicas: aspecto da colénia, coloragao, presenga ou
nao de hemdlise, qual o tipo de hemdlise, se era catalase positiva ou negativa. As
caracteristicas observadas aqui relatadas foram seguidas segundo a metodologia
utilizada pelo Laboratério de Doencgas Infecciosas pelo Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da USP.

Fez-se um esfregago em lamina das col6nias que cresceram no meio de Agar
Sangue, dos trés tempos de leitura, para identificar através da coloragao de Gram se
as bactérias encontradas eram gram positivas ou gram negativas. Apds a coloragéo
de Gram as laminas foram observadas em microscépio optico (Micronal Olympus)
nas objetivas de 40 X e 100X de aumento.

Sabendo-se a bactéria era gram positiva ou negativa, passou-se a provas
bioquimicas para poder fechar a espécie da bactéria. Como os microrganismos
encontrados foram gram positivos as provas bioquimicas, utilizadas foram feitas para
a série de Staphylococcus ssp, onde utilizaram-se as seguintes substancias:
maltose, trealose, sacarose, manitol, lactose, urease, coagulase. Posteriormente a
leitura da série e dependendo se nao fosse possivel fechar a espécie, outras provas
foram realizadas, portanto na tentativa de fechar a espécie foi verificada a
sensibilidade dos microrganismos das seguintes substancias: polimixina B,
novabiocina e a bacitracina. Com estas provas foi possivel chegar a espécie de
Staphylococcus encontrada nas amostras. Para verificar se as bactérias eram
sensiveis ou resistentes, elas foram semeadas no meio de Miiller & Hintom Agar,

colocadas em estufa a 37°C e lidas 24 horas apoés terem sido semeadas (Figura 3).
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A identificagdo dos microrganismos isolados foi realizada de acordo com
Lennette, Spaunding e Traunt (1985) e classificados segundo Krieg e Holt (1994) e
Kreeger-Van-Rig (1984). Para diagndstico diferencial foi analisado a possibilidade de

isolamento de Corynebacterium pseudotuberculoses por ser o agente da linfoadenite
caseosa.
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Legenda : A: Crescimento bacteriolégico das colbnias, das amostras, em meio agar sangue pela
técnica de esgotamento, para melhor identificagdo. B: Sério Bioquimica para o
género Staphylococcus ssp para poder se chegar a espécie, sendo (1, 2, 3) a reagéo
que ocorre nos agucares. As reagdes 1 e 3 dos agucares sado indicio de negatividade,
a reacgao 2 € um indicativo de positividade. C: Prova da uréase, que faz parte da série
bioquimica para Staphylococcus ssp, sendo 1 indicativo de negatividade da bactéria
mediante a prova, 2 indicativo de positividade.

Figura 3 - Microbiolodgico das amostras de leite e dos fragmentos de glandula mamaria
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4.6 ISOLAMENTO DE MYCOBACTERIUM SP DO PARENQUIMA DA GLANDULA

MAMARIA

o Meios de cultura

Para o isolamento de possiveis micobacterioses foram utilizados os meios de
Stonebrink-Leslie e Lowenstain-densem (STONEBRINK, 1958; CENTRO
PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988a, b). O meio de Stonebrink foi distribuido
em tubos de vidro (18 x 180 mm) com tampa de algodao hidrofébico em volume de
7,0 ml por tubo. Para o meio de Lowenstain-Jensem foram empregados tubos de

vidro (15x 160 mm) com tampa de rosca baquelite, no volume de 5,0 ml por unidade.

o Descontaminacéo de Petroff

Apods o fragmento de glandula ter sido flambado trés vezes no alcool etilico,
ter sido triturado em Graal estério, macerado com pistilo com areia e salina estéril e
ter sido semeado nos meios de BHI, Agar Sangue, visando & identificacdo de outros
microrganismos que nao fossem micobacterioses. Posteriormente esse fragmento, ja
macerado, foi descontaminado segundo a técnica de Petroff (CENTRO
PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988a,b) e semeados em tubos em meios de
Stonebrink-Leslie e Lowenstein-Jensen. Entre trés a cinco dias apds a semeadura,
os tubos com meio de Stonebrink tiveram a tampa de algodao hidréfobo queimado e
foram fechados com rolha de cortica para criagdo de um ambiente de microaerofilia.
Os tubos foram mantidos em posicado horizontal, em estufa a 37°C, foram
observados semanalmente por um periodo de até 90 dias onde se observou o
crescimento ou ndo de micobacterias. Passando esses 90 dias os tubos positivos
foram submetidos a coloragdo de Zielh-Neelsen (CENTRO PANAMERICANO DE
ZOONOSIS, 1988a,b), uma vez confirmada as caracteristicas de alcool-acido
resistente (BAAR), as amostras foram repicadas para poder ser feita a tipificacdo do

Mycobacterium.



79

Material e Métodos

4.7 ISOLAMENTO DE MYCOBACTERIUM SP DAS AMOSTRAS DE LEITE

J Meios de cultura

Para o isolamento de possiveis micobacterioses foram utilizados os meios de
Stonebrink e Léwenstain-Jensem (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS,
1988a, b). O meio de Stonebrink foi distribuido em tubos de vidro (18 x 180 mm)
com tampa de algodao hidrofébico em volume de 7,0 ml por tubo. Para o meio de
Léwenstain-dJensem foram empregados tubos de vidro (15x 160 mm) com tampa de

rosca baquelite, no volume de 5,0 ml por unidade.

o Descontaminacgao de Petroff

A metodologia empregada, para a descontaminagdo das amostras de leite
coletadas, foi o método de Petroff segundo a forma indicada pelo Centro
Panamericano de Zoonosis (1988a,b).

As 119 amostras de leite foram submetidas a este método de
descontaminacgao. Pipetou-se 1,0 ml de leite de cada amostra, que foi colocada em
tubos do tipo Falcon previamente identificados. Depois de realizada essa etapa,
colocou-se 1,0 ml de hidroxido de sédio (NaOH) juntamente com duas gotas de
vermelho de fenol em cada tubo, que em seguida foi colocado em estufa a 37°C por
25 minutos.

Decorrido o tempo estabelecido, o material foi retirado da estufa e submetido
ao processo de neutralizagdo, que consiste em colocar com auxilio de conta gotas
1N de acido cloridrico (HCI), até a viragem do indicador. A viragem do indicador é
obtida pela mudanga de coloragao, que varia de rosa claro a vermelho tijolo.

Passada esta etapa, as amostras foram centrifugas por 20 minutos em uma
velocidade de 3000 rotagdes por minuto (RPM). Apds terem sido centrifugadas, o
sobrenadante foi desprezado, trabalhando-se apenas com o sedimento contido nos
tubos. O sedimento foi ressuspenso com 1,0 ml de salina a 0,85%, para ser
semeado nos meios de Stonebrink-Leslie e Lowestein-Jensen. Os tubos foram
homogeneizados com auxilio de Vértex, e em seguida pegou-se 100 uL da solugao
final que foi semeado nos meios citados anteriormente. Cada amostra foi semeada

em cada meio em duplicata. Entre trés a cinco dias apos a semeadura, os tubos com
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meio de Stonebrink tiveram a tampa de algoddo hidréfobo queimado e foram
fechadas com rolha de cortica para criagcdo de um ambiente de microaerofilia.

Os tubos semeados foram acondicionados em cubas de plasticos e mantidos
em estufa a 37° C, por um periodo de 90 dias. Durante esse periodo os tubos foram
lidos semanalmente, onde se observou crescimento ou ndo de colbnia de
Mycobacterium sp. Decorrido o tempo de observagao de crescimento ou nédo do
agente, os tubos suspeitos foram submetidos ao exame direto da coldnia pela
coloragao de Zielh-Neelsen (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988a,b).
Apds a confirmacgéo da caracterizagdo de BAAR, as colbnias foram encaminhadas
para tipificagdo genética. Cabe destacar que durante o processamento das amostras

descou-se trés amostras de leite devido ao estado em que se encontravam.

4.8 EXAMES HISTOPATOLOGICOS DA GLANDULA MAMARIA

Um total de 60 fragmentos da glandula mamaria com cerca de 2,0 cm
coletados de 30 animais, colocados em recipiente apropriado contendo formol a
10%, foram encaminhados para exame histopatoldgico no Departamento de
Patologia (VPT), com a finalidade de encontrar lesdes microscopicas tipicas de
tuberculose e para ser feita a analise anatomopatolégica desses fragmentos. O
material foi submetido as técnicas de desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo em
parafina. Posteriormente foi emblocado em parafina, cortado em micrétomo na
espessura de 5,0 ym, fixado em laminas-laminulas e corado em Hematoxilina-
Eosina (H.E) e Ziehl-Neelsen (ZN) com a finalidade de encontramos o
Mycobacterium bovis, e examinados em microscopio Optico comum para a avaliagao

de alteragdes histopatoldgicas.
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4.9 IDENTIFICAGAO DE MICOBACTERIAS

Os isolamentos obtidos dos tubos foram identificados pela Secdo de
Microbiologia — Setor de Micobactérias do Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, pelo

método de PRA (PCR-Restriction Enzyme Analysis).

4.9.1 Obtencdo do DNA

Uma alga da colénia de micobactérias foi suspensa em 500 pyL agua estéril,
fervida por dez minutos e congelada a -20° C por pelo menos 18 horas (CHIMARA et
al., 2004).

4.9.2 PCR Restriction Enzyme Patterm Anaysis (PRA)

O PRA é uma técnica de identificagcdo da PCR, realizada segundo Telenti
(1993), que consiste na amplificagdo do gene hsp65, seguida da digestdo com duas
enzimas de retricdo ( Haelll e BstEIll). As condicdes utilizadas para a PCR foram as
seguintes: 50 mM KCL, 10 mM TRIS-HCL (pH 8.3), 1,5 mM MgCl,, 10% glicerol,
200uM dNTPs 0,5 uM de cada iniciador (Tb11: 5 — ACCAACGATGGTGTGTCCAT e
Tb 12: 5 — CTTGTCGAACCGATATACCT) e 1,25 unidades de Taq polimerase. As
reacoes foram realizadas em tubos de polipropileno num volume final de 50uL e
submetidas a um ciclo de desnaturacéo inicial a 95°C por dez minutos, seguidos de
45 ciclos de amplificagdo com um minuto a 95°C, um minuto a 60°C e um minuto a
72 °C e um ciclo de extensao final a 72°C por sete minutos.

As reagbes enzimaticas foram realizadas num volume final de 20 pyL da
seguinte maneira: 2 uL de agua, 2 uL de tampao enzima, 1 yL de enzima e 15 pL do

produto da PCR. No caso das digestdes com BstEll a incubacéao foi efetuada a 60°C
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por aproximadamente quatro horas e no caso das digestdes procedidas com Haelll
a incubacao foi realizada a 37°C por aproximadamente trés horas.

As amostras digeridas foram amplificadas em gel de agarose 4%, submetidas
a eletroforese com 100 volts por aproximadamente duas horas e visualizadas em
aparelho transiluminador, apdés serem coradas com brometo de etidio. Foram
utilizados marcadores moleculares (25bp e 5o0bp ladder — Gibco/BRL) para o calculo
dos tamanhos das bandas obtidos.

Os padrdes de restrigdo obtidos apds digestdo foram analisados conforme
Devallois, Goh e Rastogi (1997) e pelo site PRASITE
(<http://app.chuv.ch/prasite/index/html>).

Foram examinadas as glandulas mamarias de 30 cabras posterior ao teste
de tuberculinina segundo Silva et al. (2006), sendo que apds a necropsia destes
animais verificou-se que 66,66% destes foram positivos na cultura de linfonodos

e/ou pulmao e 70% foram positivos na PCR de linfonodos e/ou pulmao.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para a averiguacdo das hipdteses levantadas para o presente estudo,
utilizou-se o teste de exato de Fisher, sendo adotado como nivel de significancia um
valor de P de 0,05 (P< 0,05), realizado pelo software Graphapad Softtware Statistical
(1993).
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Legenda : A: Observa-se areas de aderéncia (») da pleura parietal a visceral na regiao
anterior esquerda do pulmao(P). B: Pode ser visualizada (») uma pequena area
circular, de aproximadamente 0,5 cm, deprimida, de coloragdo amarelo
acinzentada com halo vermelho escuro ao redor caracterizando um noddulo
tuberculoso. C Observa-se uma (») area no parénquima pulmonar que ao corte
tinha o aspecto caseoso, caracterizando uma lesdo granulomatosa tipica de
tuberculose. D: Na regido dorsal do lado direito do pulm&o havia uma nodulagéo
de aproximadamente 2,0 a 5,0 centimetros, arredondada, de coloragdo amarelo
acinzentado.

Figura 4 - Necropsia de caprinos com tuberculose
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Legenda : . A: Observa-se (») areas severas de congestdo no pulméao, H.E. aumento 10X B:
Observa-se (P) severa area de infiltrado inflamatério MN e moderada de PMN no
pulmdo, H.E aumento 10X. C Observa-se (») area de necrose caseosa com
presenca de calcificacdo na regido central, com presenca severa de infiltrado
inflamatério MN e PMN, envolto por capsula de tecido conjuntivo, com severa
formagédo granulomatosa, H.E aumento 10X. D: Observa-se (») células de
Langerhans em meio ao infiltrado inflamatdrio na regido granulomatosa da leséo
pulmonar, H.E aumento 20X.

Figura 5 - Fotomicrografia de corte histoldgico do pulmao do animal 474

Nas figuras 4 e 5 observa-se lesbes pulmonares dos achados de necropsia e

histopatolégico dos animais que participaram deste estudo.
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5 RESULTADOS

Os resultados relatados a seguir sao referentes a metodologia empregada no

presente estudo.

5.1 EXAME CLINICO

Durante o exame clinico dos 68 animais, perfazendo um total de 136
glandulas mamarias, efetivamente examinou-se 134 glandulas, pois a cabra de
namero 81 era nulipara. Algumas das manifestacbes clinicas indicativas da
tuberculose associadas a auscultagcdo pulmonar foram emaciagdo, glandulas
mamarias edemaciadas e secregao nasal muco-purulenta (Figura 6).

Para os testes de Tamis e CMT, foram examinadas 133 gléndulas, devido ao
problema apresentado pelo individuo citado anteriormente, a fémea de numero 420
nao apresentava secrecao lactea na glandula esquerda. Os dados observados

encontram-se no apéndice A.

o Auscultacdo Pulmonar

Durante o exame pulmonar das cabras os resultados obtidos
encontraram-se entre o escore 0 e 1, segundo os padrbes estabelecidos para o
estudo localizados no quadro 1, com a seguinte interpretacdo: negativo—normal e
crepitacédo grossa-> liquido interior brénquios. Ao realizar a auscultagdo pulmonar de
todo o grupo néo foi possivel notar alteragbes a auscultacdo em 44 (64,70%) das
cabras, e 24 (35,30%) apresentaram alteracbes pulmonar com aumento de liquido
nos brénquios. Os animais com alteracdo na auscultacao apresentaram frequéncia

maior estatisticamente (P =0,001) (Grafico 1).
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Grafico 1 - Resultados obtidos pelo exame clinico através da auscultagao
pulmonar dos 68 caprinos positivo

o Observacodes Clinicas da Glandula Mamaria

Para o escore clinico da glandula mamaria e do leite, foram examinadas pela
palpagcao 134 mamas, cujos resultados apresentados estavam entre os escores 0, 1,
2,3,4,5,7, 8,10, 12, 13 e14, interpretados como (parénquima—leite): macio—sem
alteragcdo, macio—seroso, macio—flocos pequenos, granulomatoso—seroso,
granulomatoso—grumos, granulomatoso—flocos pequenos, granulomatoso—pus,
edemaciado-seroso, edemaciado—grumos, edemaciado—pus, fibrosado—seroso e
fibrosado—flocos pequenos. Do total de 134 glandulas mamarios examinadas, foram
classificados como 50 (37,31) macio—sem alteragcéo, 6 (4,47%) macio—seroso, 1
(0,74%) macio—flocos pequenos, 40 (29,85%) granulomatoso—seroso, 4 (3,00%)
granulomatoso—flocos pequenos, 3 (2,24%) granulomatoso-grumos, 3 (2,24%)
granulomatoso—pus, 3 (2,24%) edemaciado—seroso, 18 (13,43%) fibrosado—seroso e
6 (4,47%) fibrosado—flocos pequenos (Grafico 2) Houve predominio nos animais
com as seguintes caracteristicas: 50 (37,31) macio—flocos pequenos, 40 (29,85%)

granulomatoso—seroso, 18 (13,43%) fibrosado—seroso (P<0,05) (Grafico 2).
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Grafico 2 - Resultado do exame clinico da glandula mamaria obtidos pela palpagéo do
parénquima mamario dos 68 animais positivos a tuberculina

J Teste de Tamis

Os resultados encontrados no presente estudo para o teste de Tamis de um
total de 136 glandulas efetivamente analisadas, foi possivel a realizagao do teste em
apenas 133 glandulas. Os resultados obtidos ficaram entre os escores 0, 1, 2, 3 e 5,
sendo interpretado como normal, seroso, flocos pequenos, grumos e pus. De um
total de 133 mamas analisadas 102 (76,70%) apresentaram-se normal, 8 (6,01%)
seroso, 4(3,01%) flocos pequenos, grumos 16 (12,03%) e pus em 3 (2,25%) se
mostram com pus (Grafico 3). Houve frequéncia estatisticamente maior nas

amostras que apresentaram leite sem alteragdo na prova de tamis (P =0,0001).
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Grafico 3 - Resultado do teste de Tamis realizado nas 68 cabras
tuberculina positvos

o Teste CMT

Para Califérnia Mastitis Test do total de 136 glandulas examinadas,
efetivamente realizou-se o teste em apenas 133 animais. Os resultados
apresentados por essa mamas encontraram-se entre os escores 0, 3 e 4
interpretados como negativo, duas cruzes e trés cruzes. Do total de animais
submetidos ao CMT, 27 (20,30%) mostraram-se negativos, 103(77,44%) duas
cruzes e 3 (2,25%) trés cruzes (Grafico 4). As amostras com CMT duas cruzes
apresentaram frequéncia maior estatisticamente do que as outras (P=0,0001) e as
amostras negativas foram mais frequentes estatisticamente (P=0,0001) do que as

amostras CMT trés cruzes.
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Grafico 4 - Resultado da distribuicdo dos achados encontrados no teste CMT,
dos 68 caprinos durante a realizacdo desse exame
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Legenda : A: Observa-se animal em debilitada condigao corporal (*). B: Nota-se secregéo nasal
mucopurulenta indicando processo pneuménico bacteriano. C: Observa-se glandula
mamaria avermelhada e edemaciada caracterizando a mastite clinica. D: Observa-
se secregdo de pus () da glandula mamaria submetida ao teste de Tamis
indicando mastite clinica.

Figura 6 - Exame clinico e realizacdo do teste de Tamis das cabras submetidas ao
estudo

5.2 EXAME MICROBIOLOGICO DAS AMOSTRAS

Das 119 amostras que foram submetidas a essa analise laboratorial 65 (54,
62%) foram isolados microrganismos e 54 (45,38%) das amostras nao se verificou a
presengca de microrganismos. As frequéncias de isolamento positivos e negativos

nao se observou diferenga estatisticamente significante (P= 1,00) (Grafico 5).
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Grafico 5 - Resultados que representam o total de glandulas mamarias (GM) que
foram passiveis de isolamento mediante as que nido foram passives a
nenhum tipo de isolamento no diagndstico microbiolégico das
amostras de leite

-
-

Perante as 65 amostras de leite que observou-se crescimento bacterioldgico,
foram encontrados 64 (98.46%) de Staphylococcus spp e 1 (1,54%) de
Corynebacterium sp. Ao serem analisadas as frequéncias de microrganismo que
apresentaram cultura positiva distribuidas em  Staphylococcus ssp e
Corynebacterium sp portanto a frequéncia de isolamento de Staphylococcus spp. foi
maior (P= 0,001) que a frequéncia de isolamento de Corynebacterium sp.

Os Staphylococcus spp que foram passiveis de isolamento, encontraram-se
distribuidos da seguinte maneira: 18 (28,12%) S. epidermides, 12 (18,75%) S.
kloosii, 6 (9,37%) S. simulans, 5 (7,81%) S. intermedius, 4 (6,25%) S. equorum, 3
(4,70%) S. warneri, 3 (4,70%), S. hominis subsp. hominis, 2 (3,12%) S. xylosus, 2
(3,12%) S. caprae, 2 (3,12%) S .lentis, 1 (1,56%) S chromogenes, 1 (1,56%) S
auriculares, 1 (1,56%) S haemolyticus, 1 (1,56%) S scheleiferi subsp. coagulans,1
(1,56%) S. vitulus e 2 (3,12%) de Staphylococcus ssp que ndo foram identificados
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Re_sult?do das bactérias isoladas das amostras de leite do grupo de 60
animais
Bactérias isoladas do leite Total
S. epidermides 18
S. kloosii 12
S. simulans 06
S. intermedius 05
S. equorum 04
S. warneri 03
S. hominis 03
S. lentis 02
S. caprae 02
S. xylosus 02
S. auriculares 01
S.chromogenus 01
S. haemolyticus 01
S. scheleiferi 01
S. vitulus 01
Sthaphylococcus ssp 02
Corynebacterium sp 01

Os 62 Staphylococcus spp. identificados, verificou-se que 56 (90,32%) foram
Staphylococcus coagulase Negativa (SCN) e 6 (9,68%) Staphylococcus coagulase
Positiva (SCP) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resultados do Staphylococcus spp isolados nas amostras de leite divididos
em grupos de Staphylococcus coagulase Negativa (SCN) e Stapylococcus
coagulase Positiva (SCP)

Staphylococcus ssp SCN (N/56)% SCP(N/6)%

S. epidermides 18 (32,14%) -
S. kloosii 12(21,43%) -
S. simulans 06(10,71%) -
S. intermedius - 05 (83,33%)
S. equorum 04(7,14%) -
S. warneri 03(5,36%) -
S. hominis 03(5,36%) -
S. lentis 02(3,57%) -
S. caprae 02(3,57%) -
S. xylosus 02(3,57%) -
S. auriculares 01(1,80%) -
S.chromogenus 01(1,80%) -
S. haemolyticus 01(1,80%) -
S. scheleiferi - 01 (16,66%)
S. vitulus 01(1,80%) -

5.3 COMPARAGAO DO TESTE DE TAMIS E DO MICROBIOLOGICO DAS
AMOSTRAS DE LEITE

Quando comparou-se os resultados microbioldgicos do leite com os achados
encontrados perante o teste de Tamis, das 119 glandulas cujo leite foi analisado
notamos que 58 (48,74%) amostras apresentaram isolamento bacteriolégico e 61
(51,26%) nao apresentaram isolamento.

Das 58 amostras que apresentaram isolamento no exame microbioldgico
verificou-se que o Tamis apresentou os seguintes resultados: normal 45 (77,58),
seroso 4 (6,89%), presenca de grumos 6 (66,66%), flocos pequenos 2 (22,22%) e
pus em 1 (11,11%) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Comparacao dos resultados dos 60 caprinos tuberculina positivo, entre os
achados do teste Tamis e os achados do Bacteriolégico das amostras de

leite
Tamis Total
Com Isolamento Sem Isolamento Bactérias Isoladas
Normal 45 46 49*
Serosa 4 2 2
Flocos 2 2 2
Pequenos

Grumos 6 9 8*

Pus 1 2 2

* ha amostras com dois isolamentos bacterianos

As analises estatistica do teste de Tamis foram divididas em Tamis negativo
(normal) e Tamis positivo (seroso, flocos pequenos, grumos e pus), obteve-se assim
45 (77,59%) Tamis negativo e 13 (22,41%) Tamis Positivo em isolados de cultura
positiva, e 46 (75,41%) Tamis negativo e 15 ( 24,59%) Tamis positivo em isolados
de cultura negativa (Grafico 6). Os dados citados anteriormente foram examinados
encontrando-se um P valor igual a 0,8312 (P=0,8312) ndo sendo estatisticamente

significativo (Tabela 4).

Tabela 4 - Analise estatistica entre o teste de Tamis e o exame
bacterioldgico

Tamis Cultura + Cultura - Total
Negativo 45 46 91
Positivo 13 15 28

58 61

*P=0,8312
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Tamis Positivo = Tamis Negativo

Cultura-

Cultura +

Grafico 6 - Resultados do teste de Tamis comparados ao
diagnostico do exame bacterioldgico em relagcéo
as amostras de leite que apresentaram cultura
positiva e cultura negativa ao microbiolégico do
leite

5.4 COMPARAGAO ENTRE OS ACHADOS DO TESTE CMT E MICROBIOLOGICO
DO LEITE

Das 119 glandulas que foram submetidas ao California Mastitis Test (CMT)
analisando-se os resultados que foram obtidos através da analogia feita diante das
duas formas de diagndstico, foram encontrados 59 (49,58%) tiveram isolamento de
microrganismos e 60 (50,42%) sem isolamento bacteriano.

As 59 amostras de leite com isolamento e submetidas ao CMT (negativo, 2+ e
3+) distribuiram-se da seguinte forma: 6 (10,17%) foram negativa, 51 (86,44%) duas

cruzes e 2 (3,39%) trés cruzes (Grafico 7).
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Grafico 7- Resultados obtidos através da comparacgao entre o diagnodstico do

CMT e o diagndstico bacteriolégico das amostras de leite que
apresentaram crescimento bacteriano

Os resultados do CMT juntamente com os resultados microbiolégico do leite
cultura positivo e cultura negativa ndo apresentaram diferenga estatisticamente
significante (P= 1,000) (Tabela 5).

Tabela 5 - Analise estatistica entre o CMT e o exame
bacteriolégico

CMT Cultura + Cultura - Total
Negativo 6 7 13
2+ 51 51 102
3+ 2 2 04
59 60

*P =1,00

Ocorreram 7 isolamentos de Staphylococcus ssp. das 6 amostras de leite

referentes ao diagnéstico de CMT negativo, distribuidos da seguinte forma: 2
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(28,57%) S. epidermides, e 1 (14,29%) de S. intermedius, S. auriculares, S. warneri,

S. xylosus e S. equorum. Pode-se observar que os SCN apareceram maior
frequéncia 6 (85,71%) enquanto os SCP foram isolados de apenas 1 (14,29%).

De um total de 57 bactérias isoladas no CMT duas cruzes foram observadas
as seguintes bactérias 1 (1,75%) de Corynebacterium sp, e 56 (98,24%) de
Staphylococcus ssp, sendo que nao foi possivel fechar a espécie de dois
Staphylococcus ssp. De 54 (94,73%) Staphylococcus spp em que foram
estabelecidas as espécies quando correlacionadas ao CMT duas cruzes verificou-se
a seguinte distribuicdo: 15 (27,80%) S. epidermides; 12 (22,22%) S. kloosii; 5
(9,25%), S. simulans, 4 (7,41%); S. intermedius e S. equorum; 3 (5,55%) S. hominis;
2 (3,70%) S. lentis, S. warneri e S. caprae e 1 (1,85%) S. xylosus, S. sheleiferi, S.
haemolyticus. Entre as bactérias isoladas os Staphylococcus coagulase negativa
foram as de maior frequéncia perfazendo um total de 49 (88,88%) dos
Staphylococcus identificados, enquanto os Staphylococcus coagulase positivo
apresentaram 5 (9,26%) dos isolados.

Das duas amostras de leite positivas no diagndstico do CMT trés cruzes com
isolamento foram identificados 1 (50,00%) de S. epidermides e 1 (50,00%) de S.
simulans todos SCP (Grafico 8).
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Grafico 8 - Resultados das espécies de Staphylococcus ssp identificadas
distribuidas em Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e
Staphylococcus coagulase negativa (SCN) analogas ao
diagnéstico do CMT
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5.5 MICROBIOLOGICO DA GLANDULA MAMARIA

Os resultados observados no diagnostico microbiolégico das glandulas
mamarias foram referentes ao grupo de 30 animais que foram submetidos a
necropsia, perfazendo um total 60 fragmentos de glandula coletados. Do total de 60
fragmentos submetidos ao exame bacteriologico, apresentaram isolamento
bacteriano 6 (10,00%) dos fragmentos submetidos a anadlise diagndstica e 54
(90,00%) nédo houve isolamento. Do total de 6 fragmentos com isolamento na
glandula todas as bactérias isoladas eram Staphylococcus spp, que encontraram-se
distribuidas da seguinte maneira 2 (33,33%) S. intermedius e S. simulans,1 (16,66%)
S. kloosii e S. caprae. Das espécies identificadas foram obtidos 2 (33,33%) de SCP
e 4 (66,66%) SCN.

Das 6 bactérias identificadas apenas 1 (16,67%) apresentou alteragédo no
teste de Tamis, sendo isolado S. intermedius. Quando se fez o mesmo tipo de
analogia com o teste CMT os resultados encontrado se distribuiu da seguintes
forma: 2 (33,33%) de isolados CMT negativo sendo todos S. simulans, e 4 (66,66%)
CMT duas cruzes onde foi possivel detectar ao isolamento as seguintes bactérias 2
(50,00%) de S. intermedius e 1 (25,00%) de S. caprae e S. Kloosii.

Das amostras analisadas 5 (90,00%) apresentaram isolamento tanto no leite
quanto na glandula, sendo 3 (60,00%) CMT negativo e 2( 40,00%) CMT duas
cruzes. Para o CMT negativo houve crescimento bacteriano tanto no leite como na
glandula de S. intermedius, e S. epidermides do leite, onde na glandula se obteve
crescimento de S. simulans

Nas amostras CMT duas cruzes obteve-se isolamento de S. epidermides no
leite enquanto que na glandula detectou-se S. kloosii. Nao foi possivel identificar a
espécie de um Staphylococcus ssp do leite e na glandula detectou-se S. caprae. Os

resultados aqui supracitados encontram-se na tabela 6.
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Tabela 6 - Resultados das bactérias isoladas comparadas ao crescimento bacterioldgico
das amostras dos fragmentos de glandula mamaria e das amostras do leite
pertencentes a animais em comum aos dois grupos que apresentaram
crescimento no exame bacteriolégico

Espécies Isoladas Microbiolégico
Glandula (N/23) % Leite (N/6) %
Mamaria
S. epidermides 12 52,17% - -
S.imtermedius 1 4,35% 2 33,33%
S. warneri 1 4,35% - -
S. simulans 1 4,35% 2 33,33%
S. kloosii 2 8,69% 1 16,67%
S. hominis 1 4,35% - -
S. caprae - - 1 16,67%
S. scheleiferi 1 4,35% - -
S. vitulis 1 4,35% - -
S. xylosus 1 4,35% - -
S. equorum 1 4,35% - -
Staphylococcus ssp 1 4,35% - -
Total 23 100% 6 100%

5.6 ISOLAMENTO DE MYCOBACTERIUM SP DAS AMOSTRAS DE LEITE

Os resultados do isolamento de Mycobactrium sp no leite das 116 amostras
de leite coletada do grupo de 60 cabras, foram semeadas em duplicata nos tubos de
Stonebrink e Lowenstain-dJensem verificou-se 12 (10,34%) amostras suspeitas com
crescimento no meio de Stonebrink. Os tubos de Stonebrink suspeitos foram sujeitos
ao exame direto realizado pela coloragao de Zielh-Neelsen. Das amostras suspeitas
5 (4,31%) apresentaram caracteristica tipicas de bacilo alcool-acido resistente

(BAAR) sendo consideradas positivas.
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5.7 ISOLAMENTO DE MYCOBACTERIUM SP DA GLANDULA MAMARIA

De um total de 60 amostras de fragmentos de glandula mamaria que
cresceram no meio de Stonebrink, verificou-se 5 (8,33%) amostras suspeitas. As
amostras de glandula suspeitas foram submetidas ao teste de Zielh-Neelsen
examinados direto das coldnias dos tubos de Stonebrink, apenas 1 (1,66%) mostrou-
se positivo ao teste com caracteristicas de BAAR, sendo um indicio de M. bovis
(Gréafico 9). Os resultados que foram encontrados pelo teste de Fisher entre as
analises relacionadas anteriormente nao apresentaram diferencas significativas
(Tabela 7).

= Glandula Leite
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Grafico 9 - Resultados dos isolamentos de Mycobacterim bovis com
crescimento nos tubos de Stonebrink que apresentaram-se
positivos e negativos ao exame direto pela metodologia de
Zielh-Neelsen
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Tabela 7 - Analise estatistica dos resultados de isolados do leite e da glandula mamaria
em relacao ao teste de Zielh-Neelsen

Isolamento TB ZN+ ZN - Total
Leite 5(4,31%)* 111(95,69%) 116
Glandula 1(1,66%)* 59(98,33%) 60
6 170
* P=0,6654

5.8 RESULTADOS PATOLOGICOS

5.8.1 Anatomopatoldgico da glandula maméria

Observou-se durante a realizagdo do exame post mortem das 60 glandulas
mamarias dos 30 animais que foram submetidos ao exame, lesbes suspeitas de
infeccbes micobacterianas em 5 (8,33%) das 60 glandulas mamarias, sendo que
dessa cinco apenas 3 (5,00 %) apresentaram macroscopicamente com lesdes
tipicas de tuberculoses (Figura ). As lesbes eram nodulares com cerca de 1,0 a 2,0
cm de didametro de coloragdo branco - amarelada com presenga de capsula de
aspecto caseoso que a superficie de corte evidenciava-se material de concisténcia
calcarea. Devido os animais submetidos ao estudo estarem sem ser ordenhados as

outras 2 passaram a ser consideradas macroscopicamente como suspeitas
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Legenda: A Observa-se a glandula mamaria (GM) com areas cisticsa, contendo
secrecdo lactea levemente avermelhada. B Foram observados alguns
(™) nodulos de 1,0 a 2,0 cm no parénquima mamario de coloracao
amarelo acinzenta. C Ao corte, esses (P) nodulos apresentavam
conteudo caseoso que rangia ao corte. D: Observagéao do conteudo (»)
lacteo normal na glandula mamaria

Figura 7 - Necropsia da glandula mamaria de caprinos tuberculina positiva

5.8.2 Histopatologico

Microscopicamente as lesdes de tuberculose na glandula mamaria de cabras
tuberculina positivo foram observadas em 7 (11,77%) dos 60 fragmentos de glandula
analisados. As lesbes apresentavam infiltrado inflamatério MN e PMN com grande
quantidade de macréfagos, linfécitos, plasmécitos e alguns neutréfilos que foram
evidenciados na regido intersticial da glandula sendo associado a mastite crénica.
Em algumas amostras foram notadas mais de uma lesdo granulomatosa,
apresentavam vasos congestos com presenga de ceélulas plasmaticas. Algumas

lesdes ndo apresentaram a formagéo granulomatosa bem definida (Figura 8).
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Legenda : A: Observa-se presencga de leite () nos acinos da glandula mamaria (GM),
H.E aumento 10X . B: Observa-se (P ) severa area de infiltrado inflamatorio
MN e PMN na regiao intersticial da glandula mamaria, H.E. aumento 20x,. C
e D: Observa-se area de (P) necrose caseoas com presenga de
calcificacdo na regido central, apresentando severo infiltrado inflamatério
MN e PMN, envolta por capsula de tecido conjuntivo, com formacéao
granulomatosa, H.E. aumento 4X e 10X (C e D)

Figura 8 - Fotomicrografia de corte histoldgico da glandula mamaria do animal 474

Das 7 glandulas que apresentaram lesao 4 (57,14%) estavam localizadas na
glandula direita e 3 (42,86%) localizaram-se na glandula esquerda. As lesdes
encontradas foram classificadas dentro de um padrao estabelecido com a finalidade
de padronizagao do tamanho das lesdes encontradas em relagdo ao campo de visao
microscopica com objetivo de determinar o tamanho e gravidade do processo
granulomatoso. O campo microscépico foi dividido em adotando-se um escore de
uma cruz (1+) a quatro cruzes (4+), sendo estabelecidas as seguintes percentagens
conforme o escore: 0-12,5%, 25-37, 5%, 50-62,5% e 80-100%.
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Todas as lesdes suspeitas de serem causadas pelo Mycobacterim ficaram

classificadas no escore 4+, esse resultado demonstrou a gravidade dos achados na
glandula.

Os resultados de cada glandula obtidos pelo diagndstico histopatolégico
seguem em apéndice B.

Os resultados apresentados no exame microbiolégico da glandula mamaria,
onde foram encontrados 6 (10%) de cultura positiva e 54 (90%) de cultura negativa
ao comparamos os dados do isolamento com os achados histolégicos com presenca
de lesdo e sem presencga de lesdo, ndo sendo encontrou-se um P valor igual 1,277

nao sendo significativo (Tabela 8).

Tabela 8 - Analise estatisca dos resultados histopatoldgicos e microbioldgicos da
gléandula mamaria

Histopatoldgico Cultura + Cultura - Total
Positivo 6 54 60
Negativo 0 0 0

6 54

*P=1,277

5.8.2.1 Estudos entre o processo inflamatorio créonico e o processo de reparo
dos achados histopatoldgico da glandula mamaéria

Foram observados 7 (11,66%) lesbes histologicamente compativeis com
processos granulomatosos causados por Mycobacterium, 18 (30%) processos de
reparo, sendo que do total de glandulas que n&o apresentou nenhum tipos de
processo, sendo portanto consideradas negativas 35 (58,33%) do total de 60
fragmentos analisados (Tabela 9).

A comparagédo entre processo inflamatério histopatologicamente compativel
com tuberculose e processo negativo histologicamente para tuberculose demostrou
que houve maior frequéncia deste ultimo (P = 0,023).

Quando comparou-se o processo inflamatério histopatologicamente compativel
com tuberculose e processo de reparo verificou-se que houve maior frequéncia do

processo de reparo (P = 0,001).
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A frequéncia de processo de reparo e a frequéncia de processo negativo
histologicamente para tuberculose observou-se que houve maior frequéncia dos
processos negativos (P = 0,0031).

Apesar da presenca de processo de reparo nao ser o unico indicativo de que
houve tuberculose, decidiu-se somar as glandulas que apresentaram processo
inflamatodrio histopatologicamente compativel com tuberculose e processo de reparo,
pois 0os animais foram diagnosticados positivos para tuberculose e ha possibilidade
do processo de reparo estar associado a doenca. Desta forma verificou-se que os
resultados das frequéncias dos dois processos 25 (41,66%), cruzados com a
frequéncia de resultados histopatolégicos negativos 35 (58,33%) néo apresentou

diferencga estatisticamente significante (P=1,000).

Tabela 9 — Analise estatistica entre os achados histolégicos da
glandula mamaria

Histologico Reparo + Processo Inflamatério Crénico
+  n/60%=f* n/60%=f* n/60%=f*
n/60%=f*
Total

*f= resultados encontrado das frequéncias
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5.8.2.2 Estudos entre os Resultados Histoldgicos e os Resultados do teste de
Zielh-Neelsen nas Amostras de Leite e dos Fragmentos de Glandula
Mamaria

Foram observadas as frequéncias de 11,66% de processos inflamatorios
histolégicamente compativel com tuberculose, 1,66% de fragmentos positivos ao
teste de ZN, de um total de 60 fragmentos de glandulas mamarias, e 4,31% de
amostras de leite positivas para o M. bovis, de um total de 116 amostras de leite

A comparacao entre as frequéncias do processo inflamatério histologicamente
compativel com tuberculose e dos fragmentos de glandula mamaria positivos para
Mycobacterium, demostrou que ndo ocorreu diferenca estatiticamente significante (P
=0, 0612).

A frequéncia de processo inflamatorio histolégicamente compativel com
Mycobacterium, e a frequéncia de amostras de leite positivas para o M. bovis,
observou-se que nao houve diferenca estatisticamente significante (P = 0,01103)
entre as frequéncias

Foram somadas as frequéncia das glandulas que apresentaram processo
inflamatadrio histopatologicamente compativel com tuberculose e processo de reparo,
cruzados com a frequéncia dos resultados positivos da glandula mamaria no teste
de ZN. Observou-se respectivamente os resultados das frequéncias, 41,66% e
1,66%, apresentou uma diferenga significante (P = 0,0001), portanto verificou-se que
houve uma maior frequéncia da soma das frequéncias dos processos.

Quando se compraou o resultado da soma das frequéncias do processo
inflamatorio dos achados histolégicos compativeis a tuberculose, e do processo de
reparo (41, 66%), cruzados comos resultados da frequéncia das amostras de leite
positivas ao M. bovis (4,31%), observou-se que houve maior frequéncia (P = 0,0001)
da soma entre as frequéncias dos processos histologicamente compativeis com
tuberculose que a de isolados de M. bovis das amostras de leite

O resumo dos resultados do estudo dos caprinos positivo a tuberculinizacéo

encontram-se no apéndice C.
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6 DISCUSSAO

As discussbes foram dispostas como os achados estabelecidos nos
resultados sendo dividida em Mastites casadas por Staphylocuccus ssp e

Corynebacterium ssp e Mastites causadas por Mycobacterim bovis

6.1 MATITES CAUSADAS POR STAPHYLOCOCCUS SSP E OUTRAS BACTERIAS

6.1.1 Cultura microbiolégica do leite e dos fragmentos de glandula mamaéria

A modernizagdo tecnologica a que tem sido submetida as criagdes de
caprinos, tem contribuido para o incremento da producdo leiteira. Contudo, a
mastite, processo inflamatério da glandula mamaria, representa um entrave a esse
incremento produtivo (SMITH; ROGUINSKY, 1977). A doenga é responsavel por
prejuizos econdmicos, representados pelo descarte do leite, custos com
medicamentos, assisténcia veterinaria, aumento da mao de obra, reducdo na
quantidade e qualidade de leite e produtos lacteos (DULIN et al., 1983; LEWTER et
al., 1983; BARROS; LEITAO, 1992; DEGRAVES; FETROW, 1993). Em paralelo ao
aspecto econbmico deve-se ressaltar a relevancia em saude publica, pois muitos
agentes etiolégicos da mastite e/ou suas toxinas apresentam potencial zoonético
(LANGONI; ARAUJO; VITORIA, 2004).

Sabendo-se da importancia do leite e seus derivado como via de transmissao
de patdégenos em decorréncia ao consumo de produtos lacteos in natura, de erros de
pasteurizacdo, adulteragcao do leite da sua comercializacdo de forma clandestina
(BOBENRIETH; BELTRAN, 1984), manter a higidez da glandula mamaria
associadas a praticas de manejo durante e apos a ordenha, o estado sanitario do
rebanho juntamente com a saude do ordenhador, sdo formas importantes para

tentar diminuir a transmissao de zoonoses por essa importante via alimentar.



108

Discussio

Segundo a OMS, o leite & responsavel pela a veiculagdo de sete
enfermidades viricas e 16 agentes bacterianos, dentre estes a tuberculose
(BRANDAO, 1994), além dos agentes considerados emergentes como: o0s
Staphylococcus principalmente os causadores de enterotoxinas (GUIMARAES;
LANGONI, 2009).

Por todas essas razbes é importante o diagnéstico de mastite em caprinos,
bovinos e outras espécies domésticas que fazem parte da cadeia alimentar do
homem.

Testes como o California Mastitis Test (CMT) que € um método indireto de
diagndstico de facil aplicabilidade dando uma idéia muito aproximada da situagao do
rebanho, sendo um método amplamente difundido como auxiliar no diagndstico de
mastite em bovinos, e utilizado como teste de triagem da saude da glandula
mamaria caprina (SCHALM; NOORLANDER, 1957; SILVA et al., 2001). Esse
método mede indiretamente a concentracido de leucdcitos no leite, que em caprinos
deve ser utilizado com algumas restricdes devido ao maior numero de células
somaticas presentes em seu leite. Sendo assim para essa espécie deve-se
considerar como negativos os trés primeiros niveis: negativo (-); duvidoso (+/-) e
fracamente positivos (+). Somente valores acima destes, ou seja, positivo (++) e
fortemente positivo (+++) é que devem ser considerados como infecgao instalada.
(SMITH; ROGUINSKY, 1977; CONTRERAS et al., 1996). Com a finalidade de se
evitar falsos positivos deve ser associado ao exame microbioldgico do leite devido a
fisiologia da glandula mamaria caprina.

O teste de Tamis é uma pratica que deve ser rotineiramente utilizada nessa
especie objetivando a deteccdo de mastite clinica, devendo estar associado a
procedimentos de limpeza e higienizagdo dos tetos sendo estes de fundamental
importancia ao controle da carga microbiana inicial do leite e disseminagdo de
patdbgenos para outros animais A associagdo das trés formas diagndstica é de
fundamental importancia para o controle da saude da glandula mamaria (CASTRO,
1984).

Do grupo de 60 animais submetidos ao exame clinico e a coletada das
amostras de leite, sendo efetivamente examinadas e submetidas a coleta 119
glandulas, foram coletadas amostras de leite para exame bacteriolégico, obtendo-se

65 (54,62%) de amostras com isolamento e 54 (45,38%) sem nenhum crescimento
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bacteriano, portanto negativas. Segundo as frequéncias obtidas entre as culturas
positivas e negativas pela analise do valor de P (P=1,00), ndo sendo significativo,
este fato ocorreu devido os animais estarem em fase de secagem.

Os achados bacteriolégicos para culturas positivas 65 (54,62%) distribuiram-
se segundo a classificagdo das colénias em: 64 (98.46%) de Staphylococcus ssp e 1
(1,54%) de Corynebacterium sp. Perante os dados encontrados o Staphylococcus
ssp foram os isolados com maior frequéncia, sendo considerados os agentes de
maior causa de infecgbes intramamaria (IMM) em caprinos e ovinos, e 0s
Corynebacterium ssp, que foram isolados em menor numero, também causam IMM
em pequenos ruminantes porém em menor grau (GOMES et al.,, 2003;
CONTRERAS et al., 2007).

Ao se analisar as frequéncias de microrganismo que apresentaram cultura
positiva distribuidas em Staphylococcus ssp e Corynebacterium sp foi encontrado
um valor de P menor que 0,001 (P< 0,001) sendo extremamente significativo, pois a
frequéncia de isolados Staphyococcus ssp foi maior que a de Corynebacterium ssp,
sendo 64 glandulas positivas para Staphylococcus ssp, e apenas uma positiva para
Corynebacterium sp. corroborando com os achados de literatura (GOMES et al.,
2003; CONTRERAS et al., 2007).

Apesar dos processos inflamatorios serem fisioldgicos, os microrganismos
isolados sé&o agentes de mastite infecciosa.

Os Staphylococcus spp, que foram de isolamento das amostras de leite,
distribuiram-se da seguinte forma: 18 (28,12%) S. epidermides, 12 (18,75%) S.
kloosii, 6 (9,37%) S. simulans, 5 (7,81%) S. intermedius, 4 (6,25%) S. equorum, 3
(4,70%) S. warneri, 3 (4,70%), S. hominis subsp. hominis, 2 (3,12%) S. xylosus, 2
(3,12%) S. caprae, 2 (3,12%) S. lentus, 1(1,56%) S. chromogenes, 1 (1,56%) S
auriculares, 1 (1,56%) S. haemolyticus, 1 (1,56%) S. scheleiferi subsp.coagulans, 1
(1,56%) S. vitulus e 2 (3,12%) de Staphylococcus ssp.

Segundo Menzies e Ramanoon (2001) as espécies de Staphylococcus ssp
mais frequentes isoladas em casos de mastite subclinica sdo: S. epidermides, S.
caprae, S. chromogenes, S. hycus, S. xylosus e S. intermedius, mas algumas outras
espécies, incluindo as espécies patogénicas S. simulans, S. sciuri, S. capitus e S.
warneri podem ser ocasionalmente isoladas. O S.lentus também tem sido isolado de

mastite de caprinos, sendo considerada uma bactéria de grande patogenicidade
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para a espécie, mas sua prevaléncia nado tem sido relatada (POUTREL, 1984a). A
espécie S. haemolyticus e S. scheleiferi, S. hominis e S. vitulus também tem sido
isoladas, porém em menor frequéncia (CASTRO; LANGENEGGER;
LANGENEGGER, 1992; MAISI; RIIPINEN, 1991). Todas as espécies encontradas
no presente estudo ja foram isoladas do leite de cabras, mas em relagdo a
frequéncia de isolamento ha uma divergéncia na propria literatura quanto as
espécies de Staphylococcus spp (CASTRO; LANGENEGGER; LANGENEGGER,
1992, POUTREL, 1984b; MAISI; RIIPINEN, 1991; COETRERAS et al., 2007).

Ha uma semelhanca nos achados de literatura, sobre a frequéncia de
isolamento de S. epidermides, sendo uma das espécias mais isoladas de
Staphylococcus ssp causadora de mastite em caprinos ap6s o S. aureus. Quando
comparou-se os resultados da espécie mais frequente que isolou-se na cultura.
Estes resultados corroboraram com os relatados por outros autores (CASTRO;
LANGENEGGER; LANGENEGGER, 1992; CONTRERAS et al., 2007; MENDONCA
et al., 2007).

Os Staphylococcus spp s&o divididos pela prova de coagulase, em
Staphylococcus coagulase negative (SCN), e Staphylococcus coagulase positiva
(SCP). Os SCN sao os microrganismos mais prevalentes detectados na pele do
ubere, dentro do canal do teto e na glandula mamaria de caprinos e ovinos leiteiros.
Em caprinos sao os microrganismos mais prevalentes de casos de infeccdes
intramamaria (IMlI) e s&o isolados, sobretudo de casos de mastite clinica e
subclinical (MORONI et al., 2005). O presente estudo verificou que de um total de 62
Staphylococcus spp cuja as espécies foram estabelecidas, observou-se 56 (90,32%)
Staphylococcus coagulase negativa (SCN) e 6 (9,68%) Staphylococcus coagulase
positive (SCP), sendo portanto os SCN o que apresentou maior frequéncia
estatistica (P<0,05) de isolamento.

Das 56 amostras de Staphylococcus coagulase negativa que foram
identificadas pelas provas bioquimicas utilizadas, predominando a espécie S.
epidermides com 18 (32,14%), seguidos de S. kloosii 12 (21,41%) e S. simulans 6
(10,71%), sendo as espécies com a maior frequéncia dentre os achados. Para os
Sthaphylococcus coagulase positivo que foram isolados de 6 (9, 68%) culturas
positivas a espécie mais frequente foi o S. intermedius com (83,33%) dentro das

especies isoladas de SCP. Dados similares foram encontrados por Tonin e Nader
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Filho (2005) que encontro 92,4% de SCN e 7,6% de SCP identificadas através do

exame microbiolégico, sendo os S. epidermides a espécie mais frequente de
isolados de SCP em diversos relatos da literature (CASTRO; LANGENEGGER,;
LANGENEGGER, 1992; MENZIES; RAMANOON, 2001) e a S. intermedius uma das
mais frequentes de SCP (STAMFORD et al., 2006).

A comparacgao do teste de Tamis com os resultados microbiolégicos do leite

das 119 amostras de leite analisadas verificou-se que 58 (48,74%) apresentaram
isolamento bacteriologico e 61 (51,26%) ndo apresentaram isolamento, sendo que
das amostras de leite com cultura positiva perante o teste de Tamis que foi dividido
em Tamis negativo (normal) e Tamis positivo (seroso, flocos pequenos, grumos e
pus); obteve-se assim 45 (77,59%) Tamis negativo e 13 (22,41%) Tamis positivo em
isolados de cultura positiva, e 46 (75,41%) Tamis negativo e 15 (24,59%) Tamis
positivo em isolados de cultura negativa. As frequéncias de isolamento nao
apresentaram diferenga estatisticamente significante (P= 0,8312). Relacionando os
resultados entre Tamis positivo com isolamento bacteriolégico positivo 13(22,41%) e
Tamis positivo com isolamento bacteriologico negativos 15(24,22%), observa-se
mais um dado de que os processos estudados devem-se a mastite fisioldgica e nao
infecciosa.

Devido a facil aplicabilidade e o baixo custo, o CMT tem sido utilizado como
forma de triagem para o controle de mastite subclinica em caprinos devendo estar
associado ao exame microbiologico do leite, objetivado evitar falsos positivos devido
a fisiologia da glandula mamaria de caprinos (SILVA et al., 2001; GOMES et al.,
2003; TONIN; NADER FILHO, 2005). Os resultados encontrados no estudo em
questdao de um total de 119 amostras de leite que foram submetidas ao CMT, 59
(49,58%) tiveram isolamento de microrganismos e 60 (50,42%) ndo foram passiveis
de isolamento. Do total de 59 amostras submetidas ao CMT com cultura positiva
observo-se os seguintes resultados: 6 (10,17%) foram negativa, 51 (86,44%) duas
cruzes e 2 (3,39%) trés cruzes.

Pode-se averiguar elevada frequéncia de resultados com cultura positivo
concentra-se entre CMT 2+ e CMT 3+, perfazendo um total de 53 (89,83%) de
bactérias isoladas no CMT, considerado positivo para mastite em caprinos. Segundo
Silva et al. (1996) os resultados de CMT escore 2 e 3 podem ser utilizados com

indicativo da infecg&o caprina, porém deve ser associado ao bacterioldgico, devendo
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ser considerada como infecgdo instada somente os resultados 2+ e 3+ para a

espécies caprina devido a fisiologia da glandula (CONTRERAS et al., 1996).
Mediante os resultados supracitados pode-se averiguar que esses foram
condizentes os resultados da literatura para caprinos.

A frequéncia dos resultados do CMT cultura positiva 59 (49,58%), e do CMT
cultura negativa 60 (50,42%), ndo se observou um diferenca estatisticamente
significante (P=1), entre os parametros analisados, fato este que corroboram com os
resultados anteriores de que o processo deveria ser fisolégico e nao infeccioso
devido os animais encontrarem-se em processo de secagem.

Sabendo-se que os Staphylococcus spp na atualidade sdo considerados uma
bactéria emergente que vem sendo considerada um risco a saude publica, medidas
de prevencéo devem ser tomadas em toda a cadeia de producgéo leiteira (GOMES et
al., 2003; GUIMARAES; LANGONI, 2009). Dentre os Sthaphylococcus spp; os
Staphylococcus coagulase negativa encontram-se mais frequentemente das
amostras coletadas da metade do ubere aparentemente normal, enquanto a outra
metade encontra-se com mastite subclinical (POUTREL, 1984b).

Para a averiguacdo da carga de patogenos existentes no fragmento de
glandula mamaria de caprinos tuberculina positivo foi realizado o exame
microbiolégico de um total de 60 fragmentos mamarios obtendo-se com resultado, 6
(10,00%) dos fragmentos positivos ao isolamento submetidos a analise diagnéstica e
54 (90,00%) negativos. Dos 6 fragmentos que foram positivos identificou-se 2
(33,33%) S. intermedius e S. simulans 1 (16,66%) S. kloosii e S. caprae. Das
espécies identificadas foram obtidos 2 (16,66%) de SCP e 4 (66,66%) SCN.

Das amostras analisadas 5 (90,00%) apresentaram isolamento tanto no leite
quanto na glandula, sendo 3 (60,00%) CMT negativo e 2 (40,00%) CMT duas
cruzes. Para o CMT negativo houve crescimento bacteriano tanto no leite como na
glandula de S. intermedius, e S. epidermides do leite, onde na glandula se obteve
crescimento de S. simulans.

Nas amostras CMT duas cruzes obteve-se isolamento de S. epidermides no
leite enquanto que na glandula detectou-se S. kloosii.

Os dados aqui relatados corroboram com os apresentados na literatura para a
mastite em caprinos, pois independente da espécie o género Staphylococcus ssp o

agente de maior frequéncia de isolamento sendo o maior responsavel pela mastite
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intramamaria em caprinos (CONTRERAS et al.,, 2007). Os SCN s&o os maiores
causadores de mastite subclinica para as cabras (POUTREL, 1984b) e que o SCN
pode ser encontrado tanto em ubere sadio como doente. Independente do local
coletado essas bactérias foram isoladas tanto no leite com na gléndula, sendo os
SNC os que apresentaram maior isolamento tanto na glandula quanto no leite de

caprinos.

6.1.2 Mastite causada por Mycobacterium sp

A mastite causada por Mycobacterium bovis, tem sido evidenciada
principalmente em animais destinados a producdo leiteira. E uma enfermidade que
vem acometendo a espécie bovina ao decorrer dos séculos, cuja viabilidade de
transmissao do M. bovis pelo leite de animais doentes tem sido descrita desde 1902,
quando MacFadyean relatou o potencial zoondtico do bacilo devido a sua
transmissao pela ingestao de leite de vacas tuberculosas, a criangas com evidencias
de tuberculose intestinal. Ravel, no mesmo ano, comprovou a transmissibilidade da
tuberculose bovina ao homem, pela ingestdo de leite através do isolamento do
agente (DANKNER et al, 1993; FERREIRA NETO; BERNARDINE, 1997;
ABRAHAO, 1998; SOUZA et al., 1999).

Behring em 1903 defendeu a tese que o leite era a principal fonte de
transmisséo do bacilo (FELDMAN, 1955; ABRAHAO, 1998).

A mastite tuberculosa € uma enfermidade que acomete o ubere, mas na
grande maioria dos casos ndo apresenta manifestagdes clinicas evidentes tanto na
glandula quanto no leite (WEIR; BARBOUR, 1950), sendo uma doenga progressiva
diagndsticada em animais mais velhos (MCKAY, 1941). Podem acometer um ou
mais quartos do ubere afetado, sendo mais frequente no quarto posterior podendo
estar associada aos linfonodos supramamarios da glandula (WEIR; BARBOUR,
1950). Afecgbes de tuberculose primaria no canal do teto sé&o raras, mas podem
ocorrer (MCKAY, 1941).

Torrance (1937) ao estudar as vias de infecgao da M. bovis no ubere concluiu:

que pode ocorrer um aumento dos linfonodos suparmamarios, mesmos quando o
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Ubere apresenta aspecto normal sendo um forte indicativo de presenca de
tuberculose na glandula, casos de tuberculose nos linfonodos supramamarios
podem existir com envolvimento do ubere ou n&o, ou ainda ser um indicativo de
eliminagcdo do bacilo via leite, sugerindo que exames dos linfonodo supramamario
ajudam no diagndstico diferencial de mastite tuberculosa.

Devido ao dificil diagnéstico € uma doenga pouco evidenciada, sendo mais
diagnosticada em achados de lesdes na inspecéao frigorifica. Pode ocorrer por via
hematogena, mas em muitos casos pode ser uma extensédo da doenga localizada no
térax ou na cavidade abdominal. McKay (1941) encontrou 28,3% de casos de
tuberculose no ubere com focos primarios no pulmao.

Segundo Torrance (1937) casos de lesdo com envolvimento pulmonar é
indicio de generalizagdo da doenga, com o envolvimento de linfonodo
supramamario, pois de 14 casos de tuberculose averiguados através de seus
estudos, 13 (92,86%) apresentaram tuberculose generalizada, sendo que trés
apresentaram evidencias de tuberculose miliar.

Alteragdes na gléndula e no leite sdo dificeis de serem visualizadas, quando
ocorrem a doenca ja se encontra em estado avangado. O ubere apresenta
endurecimento progressivo do tecido da glandula do quarto infartado, com inicio no
quarto superior do ubere, estendendo-se gradualmente até que todo o tecido da
glandula do quarto infectado esteja envolvido e se apresente fibroso e penduloso. O
leite no inicio ndo apresenta alteragdes, com a progressdo da doenca, a gordura
diminui ocorre o aperecimento de grumos finos até transforma-se em secregao de
coloracdo ambar com conteudo celular caracteristico de mastite (MCKAY, 1941;
WEIR; BARBOUR, 1950).

O primeiro caso de mastite causada por tuberculose em caprinos foi relatada
por Griffith (19118 apud MCKAY, 1941, p. 563) que em seus experimentos mostrou
que o bacilo era eliminado pelo leite de vacas e de cabras infectadas
experimentalmente por via subcutanea ou intravenosa, evidenciando a eliminagao
dos bacilos 24 horas pos infecgdo (MCKAY, 1941).

Em 1920 ocorreu o diagnostico do primeiro relato de tuberculose em uma
cabra leiteira naturalmente infectada em achados de lesées post mortem, estudos

realizados em animais do mesmo rebanho, levaram Golden (1921) a declarar a

8 GRIFFITH, A. S. Final report of the Royal Comission on Tuberculosis. Final Report, p. 27-29, 1911.
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viabilidade do leite caprino como forma de transmissao da tuberculose ao homem,
evidenciando-se o carater zoondético da enfermidade nessa espécie.

A tuberculose pode ocorrer de forma silenciosa em caprinos leiteiro em boas
condigbes fisicas, na hipotese de que o leite de cabra era uma forma segura de
alimentagao tem sido indicado pela classe médica com substituo ao leite de vacas
tuberculosa, devido o animal ser erroneamente considerado resistente ao bacilo
(GOLDEN, 1921; MURRAY; MCNUTT; PURWIN, 1921).

Beller e Ehrenreich (1941) em seus estudos feitos em abatedouros pela
estatistica de seus achados declarou que a espécie caprina ndo € resistente a
tuberculose.

Em 1949, em um surto de tuberculose em caprinos naturalmente infectados,
Soliman et al. (1953), encontrou 2 cabras com lesées no ubere sendo que uma
apresentava manifestagdes clinicas tipicas de mastite tuberculosa apresentando o
ubere endurecido, a glandula esquerda encontrava-se fibrosada e pedulosa. Na
necropsia do 6rgao afetado foi encontrado ndédulos com cerca de 8 mm de didmetro
afetando o ubere, muitos com areas de calcificagdo, encontrado um unico bacilo na
lesdo com caracteristica de BAAR. Nos dois casos das lesdes encontradas houve
uma associacdo com os linfonodos supramamarios que estavam endurecidos
mostrando areas de calcificagdo. Ressaltou ainda que estes animais nao
mantiveram contato com bovinos e nunca foram alimentados com leite de origem
bovina. Devido aos dados encontrados na literatura esse pode ser considerado um
dos primeiros casos de mastite tuberculosa notificado pela literatura em caprinos.

Atualmente relatou-se um surto em caprinos da raga golden Guernsey na Gra
Bretanha causado pelo Mycobacterium bovis onde se detectou lesbes suspeitas na
glandula mamaria em duas cabras que foram associadas a matistite crénica com
evidencias de infecgbes causadas por Mycobacterium (DANIEL et al., 2009).

Na literatura referente a tuberculose caprina ha uma precariedade de dados
que possam ser utilizadas como parédmetros para o caso de isolamento de
Mycobacterium bovis de animais acometidos por essa enfermidade.

De um total de 116 amostras de leite semeadas nos tubos de Stonebrink e
Lowenstain-Jensem foram encontrados 12 (10,34%) amostras suspeitas com
crescimento no meio de Stonebrink, cujas colénias foram submetidas ao teste de

Zielh-Neelsen onde 5 (4,31%) apresentaram caracteristica tipicas de bacilo alcool-
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acido resistente (BAAR), sendo consideradas positivas. Mohan (1950) utilizando a

mesma técnica de Zielh-Neelsen associada ao método de Antiformin, de um total de
332 amostras de leite obteve 2 (0,6%) de positivos, essa amotras foram semeadas
em meio de cultura e os achados encontrados em seus estudos foram os mesmos,
isto é 2 (0,6%). Apesar da diferengca de frequéncias obtidas entre os achados da
literatura e a pesquisa presente, os resultados sdo de grande valor, devido ao
carater zoonotico da doencga.

A importancia dos achados relatados tanto na literatura quanto no presente
estudo, onde foi possivel comprovar a existéncia do bacilo da tuberculose no leite de
caprinos, sem duvida além de mostrar que a espécie caprina € suscetivel a
tuberculose, prova que o leite de cabra é uma via de transmissdo do M. bovis ao
homem. Sabendo-se que o homem é tado suscetivel ao M. bovis quanto ao M.
tuberculose, perante o aumento do consumo do leite e derivados lacteos oriundos da
espécie, que encontra-se em plena conquista de mercado, sendo a sua utilizacao
recomendada a pessoas com a salude debilitada e que em algumas pais da Africa é
Asia e a Unica fonte protéica de alimentagéo, o risco de casos de tuberculose
adquirida é copioso, sendo portanto um risco a saude publica. Cabendo aqui
salientar que torna-se necessaria a extensdo do programa de controle e erradicagéao
de tuberculose da espécie bovina a caprina com a utilizacdo adequada a cada
espécie quanto ao método utilizado para a tuberculinizagao.

Em um total de 60 amostras de glandula mamaria dos animais subjugados ao
exame bacteriolégico para o isolamento de Mycobacterium sp foram encontrados 5
(8,33%) de isolados suspeitos de amostras de glandula mamaria que cresceram no
meio de Stonebrink e foram sujeitos ao teste de Zielh-Neelsen direto das colénias
dos tubos, apenas 1 (1,66%) mostrou-se positivo ao teste com caracteristicas de
BAAR, sendo um indicio de M. bovis.

Devido a escasses dados na literatura, torna-se dificil estabelecer algum
parametro com os resultados obtidos no presente estudo dos fragmentos de
glandula mamaria em caprinos. Segundo Torrance (1937), lesdes no ubere ocorrem
com envolvimento dos linfonodos supramamarios, mesmo que nao ocorram lesdes
que evidenciem a presenca da instalagao do agente na glandula, sendo que muitas
lesbes podem ser subnotificadas devido serem achados de frigorifico. Novas

pesquisas devem ser realizadas incluindo além dos fragmentos de glandula mamaria
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os linfonodos supramamarios, para que possa-se estabelecer uma melhor
comparagao na espécie caprina dos achados de lesdes no ubere dessa espécie. O
unico achado na literatura comprovado de lesdes na glandula mamaria causadas por
tuberculose, ocorreu em duas cabras, relatadas por Soliman et al. (1953)
envolvendo os linfonodos supramamarios, cujas lesbes foram diagnosticadas

através de achados de necropsia, sendo assim novos estudos devem ser realizados.

6.2 ESTUDOS ENTRE A FREQUEANCIA DE ISOLAMENTOS DE
MYCOBACTERIUM DO LEITE E DA GLANDULA MAMARIA COM O TESTE DE
ZIELH-NEELSEN (ZN)

Ndo ha diferengca estatistica (P= 0,6654) entre a frequéncia de culturas
positivas do leite, e a frequéncia de culturas positivas dos fragmentos de glandula
mamaria obtidas através do teste de Zieh-Neelsen, em 5(4,31%) isolados positivos
do leite ao teste de Zielh-Neelsen e 1(1,66%) de isolado da gléandula. Através dos
resultados supracitados pode-se concluir que para a verificacdo da frequéncias de
isolamento de Mycobacterium em caprinos tuberculina positivo, podo-se utilizar
qualquer um dos métodos para se verificar a frequéncia de microrganismos isolados.

Em um total de 60 fragmento de glandula 7 (11,33%) apresentaram lesdes
com indicio de tuberculose consideradas lesdes tipicas de tuberculose. As 7 lesbes
apresentavam-se com aspecto granulomatosa com severo processo inflamatério
constituido de grande quantidade de linfécitos e macréfagos, apresentando areas de
necrose com regides de calcificagdo, que se assemelhavam a necrose caseosa.
Devido todas as sete lesdes terem sido negativas a coloragao de Zielh-Neelsen, pois
nao foi possivel evidenciar nenhum bacilo presente nestas lesdes.

A técnica de imunohistoquimica € uma metodologia que apresenta maior
sensibilidade que o diagndstico realizado pela coloragdo de Zielh-Neelsen, pois
segundo Seva et al. (2002) é capaz detectar bacilos e debris de bacilos em areas de
necrose onde a técnica de Zielh-Neelsen nao foi capaz de detecta-los devido sua
baixa sensibilidade quando comparada a técnica de imunohistoquimica.

Seva et al. (2002) em seus estudos utilizando a técnica de imunohistoquimica

e a de Zielh-Neelsen obteve maiores evidencias quanto a existéncia de bacilo em
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lesdes de pulmao no método de imunohistoquimica que no de Zielh-Neelsen, pois as
mesmas lesdes de pulméo que foram submetidas as duas técnicas,obteve-se maior
positividade, mesmos as lesdes que foram negativas ao teste ZN, na
imunohistoquimica mostrando maior numero de imunoreativos.

O fato da coloracao de Zielh nao ter sido capaz de detectar, nas lesbdes aqui
referidas, nenhum bacilo n&o significa que ndo sejam lesbes de tuberculose, pois
segundo a literatura em muitas lesdes com achados histologicos de tuberculose
caprina, ndo foram capaz de detectar bacilos em achados histologicos
principalmente de pulmao, sendo que muitas lesbes de pulmao deram positivo no
diagnostico bacterioldgico (BERNABE et al., 1990-1991a,b; SEVA et al., 2000,
2002). Segundo Seva et al. (2002) os caprinos apresentam uma reagao imumoldégica
maior e mais severa que apresentada pelos bovinos, levando ao aparecimento de
lesdes com pouco ou nenhum bacilo presente. Muitas lesbes causadas por
Mycobacterium podem n&o ser evidenciadas células gigantes e/ou células
epitelidides, podendo nao apresentar a formagdo granulomatosa claramente
debilitada por tecido conectivo capsulado, mas apresentam grandes areas de
infiltardo inflamatério (BERNABE et al., 1990-1991a,b; SEVA et al., 2000, 2002).

Durante a analise ao microscopio Optico das laminas do fragmento de
glandula mamaria foi possivel observar um total de 18 (30%) achados histolégicos
de processo de reparo nas glandulas dos animais que participaram da pesquisa, a
presenca desses processos nesses fragmentos seria uma evidencia da presenca do
Mycobacterium sp na glandula desses animais, sendo um indicativo que esses
animais estavam sendo um acometidos por mastite causada por esse agente.
Devido a falta de parametros da literatura consultada para poder serem analisados
perante esses achados, e sabendo-se que a grande quantidade de tecido conjuntivo
encontrada na glandula mamaria de pequenos ruminantes pode ser fisioldgica
(JUBB; KENNEDY; PALMER,1997) torna-se necessaria a realizacdo de novos
estudos para que se possa saber se o processo de reparo observado no presente
estudo é devido a presenca do agente ou se foi um achado histolégico normal a
espécie.

No presente estudo nas lesdes de glandula mamaria nao foi possivel

evidenciar células epitelidides, nem células gigantes, mas uma grande quantidade
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de infiltrado inflamatério com severa quantidade de macréfagos, linfécitos e alguns

neutrofilos corroborando com os resultados da literatura

6.3 ESTUDOS DOS ACHADOS HISTOLOGICOS COM OS RESULTADOS
MICROBIOLOGICOS DOS FRAGMENTOS DA GLANDULA MAMARIA

Ao serem feitas a analogia dos resultados obtidos entre o exame
bacteriologico do leite (cultura positiva e cultura negativa) com o os resultados
histologicos (com les&o e sem lesdo), foram encontrados os seguintes resultados: 6
(10%) com lesao e cultura positiva e 54 (90%) sem leséo e cultura negativa, através
do valor de P (P=1,00) que nao foi significativo, pode-se concluir que apesar de o
teste de CMT ter se apresentado negativo no diagndstico histopaldgico pode-se
observar processo inflamatério na lamina em todos os animais o que reforgca o
processo de secagem da glandula mamaria que os caprinos tuberculina positivo

foram submetidos.

6.4 ESTUDO ENTRE O PROCESSO INFLAMATORIO CRONICO E O PROCESSO
DE REPARO DOS ACHADOS HISTOPATOLOGICO DA GLANDULA MAMARIA

A comparagao realizada entre as frequéncias dos processos crbnico
(histologicos com leséo) e a frequéncia de negativo (histologico sem les&o) obteu-se
um valor de P (P< 0,05) significate, pois estatisticamente a frequéncia de processos
inflamatdrios sem lesdo de tuberculose na glandula foi maior que a frequéncia de
processos inflamatérios com lesao na glandula dos animais em estudo.

Quando analisou-se o processo inflamatério histopatologicamente compativel
com tuberculose e processo de reparo pode-se verificar que houve maior frequéncia
do processo de reparo (P < 0,05).

A frequéncia dos processos negativos histologicamente para tuberculose foi
maior que a frequéncia de processo de reparo (P<0,05) nos fragmentos de glandula

mamaria de caprinos tuberculina positivo.
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O estudo das frequéncias obtidas pelo resultado da soma do processo
infamatério histologicamente compativel com tuberculose mais o processo de reparo
(41, 66%), comparada com a frequéncia de resultados histopatoldgicos negativos

(58,33%), ndo se verificou diferenga estatisticamente significante (P< 1,00)

6.5 ESTUDOS ENTRE OS RESULTADOS HISTOLOGICOS E OS RESULTADOS
DO TESTE DE ZIELH-NEELSEN NAS AMOSTRAS DE LEITE E DOS
FRAGMENTOS DE GLANDULA MAMARIA

N&o se verificou diferenga estatisticamente significante entre a frequéncia de
lesdes positivas nos achados histolégicos com processo inflamatério cronico e a
frequéncia de fragmentos de glandula mamaria positivo ao teste de Zielh-Neelsem
(P=<1,00).

A comparagédo da frequéncia do processo inflamatério crénico do diagnostico
histopatoldgico da glandula com as frequéncias dos resultados positivos do leite ao
teste de ZN demonstrou que nao houve diferenga estatisticamente significante
(P=<1,00).

A soma das frequéncias entre o processo inflamatério compativel com
tuberculose e o processo de reparo relacionado aos resultados positivos da glandula
mamaria no teste de ZN, foi maior do que a quantidade que foi liberada pelo leite
(1,66%).

A soma das frequéncias entre o processo inflamatério histopatolégicamente
compativel com tuberculose e o processo de reparo, quando comparado com 0s
resultados positivos do leite no teste de ZN, verificou-se que o valor de P foi igual a
0,0001, este fato pode representar que a presengca do M. bovis pode estar sendo

subestimado, representando maior risco a saude publica.
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7 CONCLUSOES

Através dos resultados averiguados nas condigdes do presente estudo,

ofereceram as seguintes conclusdes:

- Apesar de culturas positivas com predominancia de Staphylococcus spp, os
animais nao apresentaram processo inflamatério na glandula mamaria infeccioso, e

sim fisioldgico devido a secagem dos mesmos.

- Os resultados do teste de Zielh-Neelsen no leite de animais tuberculina
positivo e nos fragmentos de glandula mamaria positiva foram semelhantes
estatisticamente, portanto pode-se utilizar qualquer um dos métodos para se verificar

a frequéncia de isolamento de microrganismos em animais tuberculina positivo.

- A frequéncia de processo granulomatoso nas glandulas mamarias dos
animais estudados foi semelhante estatisticamente tanto a frequéncia do testes de
Zielh-Neelsen no leite quanto no teste de Zielh-Neelsen no fragmento da glandula.
Desta forma a cultura do leite pode ser empregada para se identificar o “status” das

glandulas mamarias do rebanho.

- Em relagdo ao processo de reparo este pode ser fisiolégico ou devido a
presenca de Mycobacterim. Novos estudos podem ser feito para a averiguagao se
esse processo de reparo é fisiolégico ou devido ao Mycobactyerium bovis, pois o
processo de reparo pode indicar que pode ocorrer uma frequéncia maior da
presenca do microrganismo do que se estima e consequentemente maior risco para

0 consumidor.
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APENDICE A - Exame clinico dos caprinos estudados

Tabela 10 — Resultado do exame clinico dos 68 caprinos positivos a tuberculina

(Continua)
Cabra | Glandula Tamis CMT Escore Clinico Auscultacdo Pulmonar
Mamaria Glandula Leite I nter pretacéo Auscultacgo
184 1D Normal Negativo Macio Sem Negativo Normal
alteracéo
2E Normal Negativo Macio Sem
alteracéo
108 5D Grumos 3+ Granulomatoso Grumos Crepitacéo >Liquido interior
6E Flocos Negativo Macio Flocos Grossa brénquios
Pequenos Pequenos
94 7D Normal Negativo Macio Sem Negativo Normal
alteracéo
8E Normal Negativo Macio Sem
alteracéo
130 11D Grumos 2+ Granulomatoso Flocos Negativo Normal
Pequenos
12E Pus 3+ Ganulomatoso Pus
127 15D Seroso Negativo Macio Seroso Negativo Normal
16E Seroso Negativo Macio Seroso
81 17D Seca - Negativo Normal
18E Seca -
43 21D Flocos 2+ Granulomatoso Flocos Negativo Normal
Peguenos Pequenos
22E Normal Negativo Macio Sem
alteracdo
133 23D Normal Negativo Macio Sem Negativo Normal
alteracéo
24E Normal Negativo Macio Sem
alteracéo
52 25D Normal Negativo | Granulomatoso Seroso Negativo Normal
26E Normal Negativo Macio Sem
alteracéo
474 27D Normal Negativo Macio Sem Negativo Normal
alteracéo
28E Normal Negativo Macio Sem
alteracéo
21 29D Normal Negativo Macio Sem Negativo Normal
alteracéo
30E Normal Negativo Macio Sem
alteracéo
129 31D Normal Negativo Macio Sem Negativo Normal
alteracéo
32E Normal Negativo Macio Sem
alteracdo
39 33D Normal Negativo Fibrosado Seroso Negativo Normal
34E Normal Negativo Macio Sem
alteracdo
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Tabela 10 — Resultado do exame clinico dos 68 caprinos positivos a tuberculina
(Continua)
Cabra Glandula Tamis CMT Escore Clinico Auscultacdo Pulmonar
Mamaria Glandula Leite | Interpretacdo Auscultacgo
20 35D Grumos 2+ Macio Sem Negativo Normal
ateracéo
36E Grumos 2+ Macio Sem
ateracéo
63 37D Grumos 2+ Macio Sem Negativo Normal
ateracéo
38E Grumos 2+ Macio Sem
ateracdo
86 41D Normal 2+ Macio Sem Negativo Normal
ateracdo
42e Normal 2+ Macio Sem
alteracdo
197 43D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Negativo Normal
44E Normal 2+ Granulomatoso Seroso
91 45D Seroso Negativo Macio Sem Crepitacdo >Liquido interior
alteracdo Grossa brénquios
46E Seroso Negativo Macio Sem
ateracdo
101 47D Normal 2+ Fibrosado Seroso Negativo Normal
48E Normal 2+ Fibrosado Seroso
144 49D Normal 2+ Macio Sem Negativo Normal
ateracédo
50E Normal 2+ Macio Sem
ateracéo
57 51D Normal 2+ Fibrosado Seroso Negativo Normal
52E Grumos 2+ Granulomatoso Seroso
146 59D Grumos 2+ Fibrosado Seroso Crepitacdo >Liquido interior
60E Normal 2+ Granulomatoso Seroso Grossa brénquios
114 61D Seroso Negativo Fibrosado Seroso Negativo Normal
62E Seroso Negativo Fibrosao Seroso
115 63D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Negativo Normal
64E Normal 2+ Granulomatoso Seroso
413 65D Normal 2+ Macio Sem Crepitacdo > iquido interior
ateracéo Grossa Brénquios
66E Normal Negativo Macio Sem
alteracdo
22 67D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Negativo Normal
68E Normal 2+ Ganulomatoso Seroso
17 69D Normal 2+ Macio Seroso Negativo Normal
70E Normal 2+ Macio Seroso
416 71D Normal 2+ Fibrosado Seroso Negativo Normal
72E Normal 2+ Fibrosado Seroso
142 73D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Negativo Normal
74E Normal 2+ Granulomatoso Seroso
157 75D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Crepitacdo >Liquido interior
76E Normal 2+ Granulomatoso Seroso Grossa brénquios
26 77D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Crepitacdo >Liquido interior
Grossa brénquios
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Tabela 10 — Resultado do exame clinico dos 68 caprinos positivos a tuberculina
(Continua)
Cabra Glandula Tamis CMT Escore Clinico Auscultacdo Pulmonar
Mamaria Glandula Leite | Interpretacdo Auscultacdo
156 115D Normal 2+ Macio Sem Negativo Normal
ateracéo
116E Normal 2+ Macio Sem
alteracdo
254 117D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Negativo Normal
118E Normal 2+ Granulomatoso Seroso
1160 119D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Negativo Normal
120E Normal 2+ Granulomatoso Seroso
255 121D Normal 2+ Fibrosado Flocos Crepitacdo > iquido interior
pequenos Grossa brénquios
122E Grumos 2+ Fibrosado Flocos
pequenos
391 125D Normal 3+ Fibrosado Seroso Crepitacdo >Liquido interior
126E Normal 2+ Fibrosado Seroso Grossa brénquios
469 127D Normal 2+ Macio Sem Negativo Normal
alteracdo
128E Normal 2+ Macio Sem
ateracdo
406 129D Normal 2+ Macio Sem Negativo Normal
ateracédo
132E Normal 2+ Granulomatoso Seroso
407 133D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Crepitacdo >Liquido interior
134E Normal 2+ Macio Sem Grossa brénquios
ateracéo
851 135D Flocos 2+ Granulomatoso Seroso Crepitacdo >Liquido interior
pequeno Grossa brénquios
136E Normal 2+ Macio Sem
ateracéo
491 137D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Crepitacdo >Liquido interior
138E Normal 2+ Granulomatoso Seroso Grossa brénquios
323 139D Normal 2+ Fibrosado Seroso Crepitacdo > iquido interior
140E Normal 2+ Fibrosado Seroso Grossa brénquios
1039 141D Normal 2+ Edemaciado Seroso Crepitacéo >Liquido interior
142E Normal 2+ Macio Sem Grossa Brénquios
alteracdo
47B 143D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Negativo Normal
144E Normal 2+ Granulomatoso Seroso
313 145D Normal 3+ Macio Seroso Negativo Normal
146E Normal 2+ Macio Seroso
297 147D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Crepitacdo >Liquido interior
148E Normal Negativo Fibrosado Seroso Grossa Brénquios
1079 149D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Crepitacdo >Liquido interior
150E Normal 2+ Macio Sem Grossa Brénquios

alteracdo
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(Conclusao)

Cabra Glandula Tamis CMT Escore Clinico Auscultacdo Pulmonar
Mamaria Glandula Leite | Interpretacdo Auscultacdo
311 153D Grumos 2+ Granulomatoso Seroso Negativo Normal
152E Normal 2+ Granulomatoso Seroso
497 153D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Negativo Normal
154E Normal 2+ Granulomatoso Seroso
888 156D Flocos 2+ Macio Sem Negativo Normal
pegueno ateracéo
157E Normal 2+ Macio Sem
alteracdo
163 53D Normal Negativo Granulomatoso Seroso Negativo Nornal
54E Grumos 2+ Granulomatoso Seroso
181 131D Normal 2+ Granulomatoso Seroso Crepitacdo >Liquido interior
132E Normal 2+ Granulomatoso Seroso Grossa Broénquios
361 83E Normal 2+ Macio Sem Negativo Normal
ateracéo
84D Normal 2+ Macio Sem

alteracdo
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APENDICE B - Histopatolégico da Glandula Mamaria

Tabela 11 — Resultados histopatologicos dos fragmentos de glandula mamaria dos
30 animais submetidos a necropsia, positivos a tuberculina
(Continua)

Animal | GM. | Med Histopatol6gico

Apresentainfiltrado inflamatério MN severo e PMN moderado
Apresenta vasos congestos com presenca de células plasmatica
1D 3 Acinos com presenca de leite

Apresenta processo de reparo

Mastite crénica

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
2E 3 Acinos com presenca de leite

Mastite crénica

184

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
Apresenta vasos congestos com presenca de células plasméticas
Acinos com presenca de leite

Areas de necrose caseosa

Severaformag&o de granuloma Ver resultados

108 Mastite crénica

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
Apresenta vasos congestos com presenca de células plasmaticas
6E 4 Acinos com presenca de leite

Apresenta processo de reparo

Masdtite crénica

5D 4

Apresentainfiltrado inflamatdrio moderado MN ePMNmoderado
D 4 Acinos com presenca de leite
Mastite Cronica

94

Apresentainfiltrado inflamatdrio severo MN e PMN severo
8E 4 Acinos com presenca de leite
Apresenta processo de reparo, Mastite cronica

Apresentainfiltrado inflamatorio severo MN e PMN severo
11D 4 Acinos com presenca de |eite

Mastite crénica

30 Apresentainfiltrado inflamatorio severo MN e PMN moderado
Acinos com presencade leite

12E 4 Apresenta processo de reparo

Mastite crénica

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN leve
15D 4 Acinos com |eite
Apresenta processo de reparo
127 Mastite crénica
Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
16E 4 Presenca de células plasméticas
Mastite crénica

Apresentainfiltrado inflamatério moderado MN e PMN moderado
Acinos com leite

Presenca de células plasméticas

Mastite crénica

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PNM  moderado
Acinos com presenca de leite

Mastite crénica

21D 3

43

22E 4
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Tabela 11 — Resultados histopatologicos dos fragmentos de glandula mamaria dos
30 animais submetidos a necropsia, positivos a tuberculina

(Continua)

Animal

G.M

Med

Histopatol6gico

81

17D

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PM moderado
Acinos com leite

Apresenta processo de reparo

Mastite crénica

18E

Apresentainfiltrado infamatério severo MN e PMN moderado
Acinos com leite
Mastite crénica

133

23D

Apresentainfiltrado infamatorio severo MN e PMN moderado
Acinos com leite
Mastite cronica

24E

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
Acinos com leite

Apresenta processo de reparo

Mastite crénica

52

25D

Apresentainfiltrado inflamat6rio moderado MN e PMN leve
Acinos com leite

V asos congestéo

Mastite crénica

26E

Apresentainfiltrado inflamatério leve MN e PMN leve
Acinos com leite

\/ asos congestos

Mastite crénica

474

27D

Apresentainfiltrado inflamatério moderado MN e PMN moderado
Acinos com |eite

Apresenta processo de reparo

Mastite crénica

28E

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
Apresenta vasos congestos com presenca de células plasméticas
Acinos com presenca de leite

Areas de necrose caseosa

Severa formacdo granulomatosa, Mastite cronica

21

29D

Apresentainfiltrado inflamatorio severo MN e PMN moderado
Acinos com presencade leite
Mastite crénica

30E

35

Apresentainfiltrado inflamatdrio severo MN e PMN moderado
Acinos com presenca de leite

Apresenta processo de reparo

Mastite crénica

129

31D

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
Acinos com presenca de leite

Areas de necrose caseosa

Severaformag&o granulomatosa

Mastite crénica

32E

Apresentainfiltrado inflamatdrio severo MN e PMN moderado
Acinos com presenga de leite
Mastite crénica
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Tabela 11 — Resultados histopatologicos dos fragmentos de glandula mamaria dos

30 animais submetidos a necropsia, positivos a tuberculina

(Continua)

Animal

GM

Med

Histoldgico

20

35D

Apresentainfiltrado inflamatdrio severo MN e PMN leve
Acinos com presencade leite
Mastite crénica

36E

Apresentainfiltrado inflamatorio severo MN e PMN moderado
Acinos com presenca de leite
Apresenta processo de reparo, Mastite crénica

63

37D

Apresentainfiltrado inflamatdrio leve MN e PMN leve
Acinos com presenca de leite
Mastite crénica

38E

Apresentainfiltrado inflamatério moderado MN e PMN leve
Acinos com presenca de leite
Mastite crénica

86

41D

Apresentainfiltrado inflamatdrio severo MN e PMN moderado
Acinos com presenca de leite
Mastite crénica

42E

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
Acinos com presenca de |eite

Vasos congestos

Mastite crénica

197

43D

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
Acinos com presenca de leite

Apresenta processo de reparo

Mastite crénica

44E

Apresentainfiltrado inflamatdrio severo MN e PMN leve
Acinos com presenca de leite
Mastite crénica

91

45D

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN leve
Acinos com presenca de leite

Apresenta processo de reparo

Mastite crénica

46E

Apresentainfiltrado inflamatdrio moderado MN e PMN leve
Acinos com presenga de leite
Mastite crénica

101

47D

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
Acinos com presenca de leite

Apresenta processo de reparo

Mastite crénica

48E

Apresentainfiltrado inflamatdrio severo MN e PMN moderado
Acinos com presencade leite
Mastite crémica

144

49D

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
Acinos com presenca de leite

Areas de necrose caseosa

Severaformag&o granulomatosa

Mastite crénica

50E

Apresentainfiltrado inflamatdrio severo MN e PMN moderado
Acinos com presenca de leite
Mastite crénica
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Tabela 11 — Resultados histopatologicos dos fragmentos de glandula mamaria dos
30 animais submetidos a necropsia, positivos a tuberculina
(Concluséo)

Animal | GM Med Histoldgico
Apresentainfiltrado inflamatdrio moderado MN e PMN leve
51D 3 Acinos com presencade leite
57 Mastite crénica

Apresentainfiltrado inflamat6rio moderado MN e PMN leve

52E 3 Mastite cronica

Apresentainfiltrado inflamatério moderado MN e PMN leve
53D 3,5 | Acinoscom presencade leite

Mastite crénica

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
Acinos com presenca de leite

54E 4 V/ asos congestos

Apresenta processo de reparo

Mastite cronica

163

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
Acinos com presenca de |eite

Apresenta processo de reparo

Mastite crénica

146 Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN severo
60E 4 Aci nos com presenca de leite

Areas de necrose caseosa/Severa formagdo granulomatosa
Mastite crénica

59D 4

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN moderado
61D 4 | Acinoscom leite

Mastite crénica

Apresentainfiltrado inflamatério severo MN e PMN severo
Acinos com presenca de leite

62E 4 | Areas de necrose caseosa

Severaformag&o granulomatosa

Mastite cronica

114

Apresentainfiltrado inflamatério moderado MN e PMN leve
63D 4 | Acinoscom leite

Mastite crénica

115 Apresentainfiltrado inflamat6rio moderado MN e PMN leve
6AE 3 Acinos com presenca de leite

Vasos congestos

Mastite crénica
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APENDICE C - Resumo dos resultados encontrados nas 68 cabras tuberculina
positivo

Tabela 12 — Resultados dos testes e exames realizados nas amostras de leite e fragmentos
de glandula nos caprinos estudados

(Continua)

Animal |[GM | T CMT | M.L. | M.G.M. | TBL | ZNL | TBGM ZNGM HH.E. | H.ZN
184 1D - - # - # # - - - ¥
2E - - # - # # - - [l ¥
108 5D + + + - + - + + + -
6E + + + + - - - - 0 ¥
94 7D - - +o - - - - - - ¥
8E - - - - - - - - 0 ¥
130 11D + + - - - - - - - ¥
12E + + - - - - - - - ¥
127 15D + - # - # - - - - ¥
16E + - # - # - - - 0 ¥
81 17D | * * * - * ; : - - ¥
18E | * * * - * - - - - ¥
43 21D | + + - - - - - - - ¥
22E | - - - - - - - - - ¥
133 23D | - - # - # # - - - ¥
24E | - - # - # # - - ¥
52 25D | - - # - # # - - - ¥
26E | - - # - # # - - - ¥
474 2D | - - # - # # + - 0 ¥
28E | - - # - # # - - + -
21 29D | - - # - # # - - 0 ¥
30E | - - # - # # - - - ¥
129 31D | - - # - # # - - + -
RE | - - # - # # - - - ¥
39 33D | - - + # - - # # # #
34E | - - - # - - # # - ¥
20 35D | + + - - - - - ¥
36E | + + - - - - - - 0 ¥
63 37D | + + +o + - - ¥
38E | + + - - - - - - - ¥
86 41D | - + + - - - - - - ¥
42E | - + + - - - - - - ¥
197 43D | - | + - - + ; - - 0 ¥
4E | - + + - - - - - - ¥
91 45D | + - - - - - - - 0 ¥
46E | + - - - - - - - - ¥
101 47D | - + - - + + - - 0 ¥
48E | - + + - - - + - - ¥
144 49D | - + + - - - - R + -
50E | - + - - - - - - - ¥
57 51D | - + - - - - - - - ¥
52E | - + - - - - - - - ¥
163 53D | - - - - - - - - - ¥
B4E | + + - - - - - - - ¥
146 5D | + | + + - - : - - 0 :
60E - + - + + + - - + ¥
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Tabela12 — Resultados dos testes e exames realizados nas amostras de leite e fragmentos
de glandula nos caprinos estudados

(Continua)
Animal | G.M T | CMT | M.L M.GM TB.L | ZNL TBGM ZNGN HHE | HZN
114 61D + - - + - - + - - -
62E + - - + - - - - + ¥
115 63D - + - - - - - - - ¥
64E - + + + - - - - - ¥
413 65D | - | + - - - - - N 0 v
66E - - - - - - - - - ¥
22 67D - + - - - - - - - ¥
68E - + + - - - - - - ¥
416 71D - + + # - - - - # #
72E - + - # - - - - # #
142 73D - + + # - - - - # #
T4E - + - # + - - - # #
26 77D - + + + - - - - - ¥
78E - + + - - - - - - ¥
100 79D - + - - - - - - - ¥
80E - + - - - - - - - ¥
356 81D - + - # - - - - # #
82E - + - # - - - - # #
361 83D - + - # - - - - # #
84E - + - # - - - - # #
269 87D + | + +o # - - - - # #
88E + | + - # - - - - # #
158 89D + | + + # - - - - # #
90E + | + + # - - - - # #
244 91D - + + # - - - - # #
9R2E - + + # - - - - # #
373 95D - + + # - - - - # #
96E - + + # - - - - # #
153 97D + | - # - - - - # #
98E + | 4+ +o # - - - - # #
199 99D - + + # - - - - # #
100E | - + + # - - - - # #
468 101D | - + - # - - - - # #
102E | - + - # - - - - # #
104E | - + - # + + - - # #
31 105D | + | + - # - - # # # #
106E + + - # - - # # # #
259 107D - + - # - - # # # #
108E - + - # - - # # # #
420 109D - + + # - - # # # #
110E * * - # - - # # # #
849 111D - + + # + - # # # #
112E - + - # - - # # # #
04 113D + + + # - - # # # #
114E + + + # - - # # # #
156 115D - + + # - - # # # #
116E - + - # - - # # # #
254 117D - + - # - - # # # #
118E - + - # - - # # # #
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Tabela 12 — Resultados dos testes e exames realizados nas amostras de leite e fragmentos

de glandula nos caprinos estudados

(Concluséo)

Animal | G.M T CMT M.L M.GM TB.L ZNL TBGM | ZNGN | HHE | HZN
1160 119D - + + # - - # # # #
120E - + - # - - # # # #
255 121D - + - # - - # # # #
122E + + + # - - # # # #
469 127D - + - # + - # # # #
128E - + + # - - # # # #
181 131D - + - # - - # # # #
132E - + + # - - # # # #
407 133D - + - # - - # # # #
134E - + - # - - # # # #
851 135D + + - # - - # # # #
136E - + +a # - - # # # #
491 137D - + + # + - # # # #
138E - + + - - # # # #
323 139D - + + # - - # # # #
140E - + +a # - - # # # #
1039 141D - + - # - - # # # #
142E - + - # - - # # # #
47B 143D - + + # - - # # # #
144E - + + # # # # #
313 145D - + + # + + # # # #
146E - + - # - - # # # #
297 147D - + + # - - # # # #
148E - - + # - - # # # #
1079 149D - + - # - - # # # #
150E - + + # - - # # # #
311 151D + + - # - - # # # #
152E - + - # - - # # # #
497 153D - + + # - - # # # #
154E - + - # - - # # # #
888 155D + + + - + + # # 0 ¥
156E - + + - - - # # O ¥
391 125D - + + # - - # # # #
126E - + - # - - # # # #
157 75D - + - - - - # # + -
76E - + +o - - - + - - ¥
406 129D - + - # - - # # # #
130E - + + # - - # # # #
Legenda: G.M.= Glandula Mamaria #= nao coletado
T= Tamis *= animal seco
CMT= California Mastitis Test +r= dois isolamentos
ML= Microbioldgico do Leite [J= processo de reparo
MGM= Microbiol6gico da Glandula Mamaria ¥= nao realizado

TBL = Isolamento de Mycobacterium do Leite

ZNL= Teste de Zielh-Neelsen do Leite

TBGM-= Isolamento de Mycobacterium da Glandula Mamaria
ZNGM-= Teste de Zielh-Neelsen da Glandula Mamaria
HHE= Histoldgico coloragdo de Hematoxilina-Eusina

HZN= Histoldgico coloragao de Zielh-Neelsen





