COMPARACAO DO ISOLAMENTO MICROBIOLOGICO DE GLANDULA
MAMARIA E DO LEITE DE CAPRINOS TUBERCULINA POSITIVA.
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Resumo: Até recentemente acreditava-se que a tuberculose em caprinos fosse
uma enfermidade rara, o que levou ao errbneo conceito de que esses animais
fossem resistentes ao Mycobacterium bovis. Pesquisas recentes comprovaram
uma maior resisténcia desses animais ao M.tuberculosis, apresentando maior
susceptibilidade ao M. bovis, sendo o agente classificado como Mycobacterium
bovis subsp. caprae, também pertencente ao complexo Mycobacterium
tuberculosis. A correlacdo entre os resutados Califérnia Mastitis Test (CMT), o
Tanis e os isolados bacterioldégicos cultura positiva e negativa do leite e da
glandula mamaria de cabras produtoras de leite com diagndéstico positivo ao teste
de tuberculina, foi realizado em 49 animais necropsiados. perfazendo um total de
98 amostras de leite e da glandula mamaria. Os dados foram obtidos através do
isolamento e identificacdo de bactérias do género Staphylococcus spp e
Coryrinebacterium spp identificadas do leite, e Staphylococcus spp cultura positiva
no parénquima mamario, juntamente com os resultados encotrados no teste de
Tamis positiva e negativa, e CMT negativo, duas cruzes e trés cruzes relacionados
ao isolamento microbiolégico da glandula e do leite. Através desta pesquisa pode-
se verificar que ndo ocorreu relacdo entre os resultados microbiologicos obtidos do
parénquima da glandula mamaria, e do leite coletado nas glandulas CMT positiva
e observouse frequéncia de isolamento de microrganismo semelhante entre o
material coletado da glandula mamaria e do leite das amostras CMT negativo.
Para o teste de Tamis positivo e negativo, ndo houve diferenca estatisticamente
significante (P< 0,05) pode-se concluir que tanto no leite quanto no parénquima da
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glandula mamaria a freqiiéncia de isolamento séo iguais. Quando comparou-se a
porcentagem de frequiéncia de isolamento de microrganismos no leite com o da
glandula obteve-se um P< 0,001, o que deixa claro que a frequéncia de
isolamento no leite foi muito superior a frequéncia de isolamento de
microrganismos no parénquima.

Introducéo

As zoonoses sao enfermidades que representam uma ameaga importante para
a saude humana e animal em todo o mundo. S&o naturalmente transmissiveis
entre 0os aniamis vertebrados e o homem (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1967). Apesar da adocdo de medidas de controle de enfermidades e da ampla
cobertura dos servicos de saude, estas zoonoses continuam registrando
elevadas taxas de ocorréncia em zonas rurais e urbanas em diversos paises.
Sao prevalentes em numerosas espécies animais das quais o homem se
alimenta. Estas doencas podem apresentar um grande impacto econémico em
paises onde a exportacdo assegura a estabilidade econémica a qual depende
diretamente da confiabilidade de alimentos livres de enfermidades. Desse
modo, as enfermidades zoonGticas apresentam estreita relacdo entre a saude
publica, ambiente e o bem estar socio-econémico (ACHA & SZFRES).

A tuberculose é uma dessas zoonoses, destacando-se como enfermidade de

distribuicdo mundial, sendo a principal causa a morte provocada por um Unico

agente. E causada pelo Mycobacterium bovis, ocorrendo principalmente em
paises em desenvolvimento. E considerada uma epidemia lenta que ressurge
nos dias de hoje como uma emergéncia global.

A tuberculose caprina pode ter sido considerada rara a essas espécie
(GUTIERREZ et al., 1995; LUKE, 1958, MURRAY et al., 1921; SOLIMAN et al.
1953), pois pesquisas recentes mostraram que sao suscetiveis ao Mycobacterium
bovis (THOEN, 1988; BERNABE et al, 1991, MORRIS et al., 1994)mas
frentemente resistentes ao Mycobacterium tuberculosis (GRIFFITH et al., 1930; O
REILLY & DABORN, 1995). Atualmente esse agente foi classificado em uma
subespécie de M.bovis, para a espécie caprina, sendo denominado de
Mycobacterium subsp. caprae , também pertencente ao complexo Mycobacterium
tuberculoses ( ARANAZ et al., 2003). A infeccdo por esse agente na espécie em
guestdo pode ocorrer por contato direto com o animal doente, ou por alimento
contaminado, e causar doenga progressiva e generalizada.

A caprinocultura € uma atividade que vém se desenvolvendo muito nos dltimos
anos. O Brasil apresenta o 9° rebanho de caprinos do mundo, sendo que o pais
que apresenta o maior rebanho € a india. A cabra como animal leiteiro continua
ocupando um espac¢o importante no mundo moderno, inclusive em paises com a
bovinocultura adiantada, pelas vantagens que a espécie apresenta no tocante a
sua grande eficiéncia de producéo, aliada ao valor nutricional de seu leite como
alimento para criancas, velhos enfermos, pessoas alérgicas ao leite de vaca e
para o fabrico de produtos destinados ao consumidor de maior poder aquisitivo
(ZACHARIAS, 2001). Segundo ZACHARIAS (2001), cerca de 10% do leite
consumido no mundo € de origem caprina, sendo que em alguns paises ele
representa a Unica fonte lactea disponivel.



Objetivos
Tendo em vista a importancia da caprinocultura na producdo de leite, esta
pesquisa teve por objetivo avaliar e estudar a freqiiéncia dos microrganismos
isolados da glandula mamaria e do leite de cabras tuberculina positiva,
analisados juntamente com os testes de CMT (Califérnia Mastistis Test), e
Tamis.

Material e Métodos

Os animais utilizados para essa pesquisa foram diagnosticados segundo o
teste de tuberculinizacdo intradérmica cervical comparativa no pescogo. Os
resultados ao teste de tuberculinizacdo com M.avium e M.bovis lidos 72 horas
pos-sensibilizacdo foram positivos quando o aumento da espessura da dobra da
pele induzida pela tuberculina bovina foi superior a reacao aviaria em pelo menos
2,5mm; inconclusiva quando a diferenca entre elas ficou situada entre 1,9 e
2,Amm; e negativa quando a reacdo bovina ultrapassou a aviaria em até 1,8mm,
como € recomendado por SILVA et al. (2006).

Os animais positivos foram separados do restante do rebanho e submetidos a
exames clinicos minuciosos. As fémias tiveram 0s seus Uberes examinados
detalhadamente, onde procurou-se observar clinicamente o parénquima da
glandula e o leite de cada uma. Foi coletado o leite de cada animal onde os
primeiros jatos foram submetidos ao teste de caneca de fundo escuro e ap0s este
ao CMT (California Mastitis Test). Segundo SILVA et al (2001), o CMT deve ser
utilizado como teste de triagem da saude da glandula mamaria caprina, associado
ao exame microbiolégico do leite. O teste CMT foi realizado seguindo os
procedimentos descritos por Schalm e Noorlander (1957) e para a interpretacao
dos resultados foi atribuido o mesmo critério descrito para bovinos. O leite
coletado foi colocado em tubos estéreis e acondicionado sob refrigeracdo, apos
serem realizados os testes de Tamis e CMT.

As cabras depois de terem sido examinadas clinicamente como ja foi citado
anteriormente, foram designados ao abate sanitario. De um total de 80 animais
positivos, apenas 49 foram necropsiados buscando-se lesées macroscopicas que
condissessem com a tuberculose. O Ubere de cada animal foi examinado
separando-se a glandula direita da esquerda, e observando-se o parénquima
mamario de cada glandula. Durante o exame da glandula pode-se notar 3
glandulas com lesdes macroscopicas tipicas de tuberculose. Das cabras
submetidas a necropsia encotrou-se lesées macroscépicas também no pulmao e
figado, sendo que algumas apresentaram aderéncia diafragmética. Coletouse trés
fragmentos do parénquima da glandula maméaria, sendo um fragmento com
aproximadamente 1,0 cm e dois fragmentos com aproximadamente 2,0 cm cada
um. O primeiro pedac¢o de tecido mamario de 1,0 cm foi coletado da forma mais
asséptica possivel, colocada em tubo estéril, acondicionado sob refrigeracdo. Os
outros pedacos de tecido maméario de 2,0 cm foram colocados em recipiente
apropriado contendo formol a 10%. O fragmento da glandula com cerca de 1,0 cm
mantido sob refrigeragdo, foi mergulhado no &lcool 96° G e flambado trés vezes.
Posteriormente colocado no graal com areia e salina estéril, onde foi macerado
com o pistilo, apos feito esse processo, colocouse com alca estéril descartavel o
contetdo obtido do macerado, semeando-se em caldo de infusdo cérebro-coracéo



(caldo BHI), em meio Agar sangue de carneiro e Agar Sabouraud-dextrose.O
material semeado em BHI, Agar sangue e Agar Sabouraud-dextrose foi incubado
a 37°C por um periodo de 24 horas. A leitura dos meios Agar sangue e Agar
Sabouraud-dextrose realizou-se as 24, 48, e 72horas visando a observagcao do
crescimento, isolamento e identificacdo dos microrganismos isolados nos meios. O
fragmento da glandula j& macerado, foi descontaminado segundo a técnica de
Petroff (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS,1988) e semeado nos meios
de Stonebrink e Lowenstein-Jdensen, sendo observados semamalmente por um
periodo de 90 dias

O leite coletado mantido sob refrigeracdo foi semeado em meio de Agar
Sangue de carneiro (4gar base acrescido de 7% de sangue de carneiro) e Agar
Sabouraud-dextrose para se observar as possiveis bactérias que poderiam
crescer e também objetivando descartar a possibilidade do crescimento de
Corynebacterium. As mastites causadas por estes microrganismos representam
um relevante problema econémico por determinar acentuada reduc¢ao na producéo
leiteira da glandula manaria afetada (NATZKE et al, 1972), por tanto fezse
diagnéstico diferencial do Mycobacterium spp de Corynebacterium spp.O leite
semeado nos meios citados a cima, foi incubado a 37°C em aerobiose por 24, 48
e 72 horas, fazendo-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 sejam micobacterias.

Resultados e Discussdes

Os resultados encontrados no teste de Tamis foram comparados entre 0s
animais que apresentaram Tamis positivo com isolamento bacteriologico positivo e
negativo, juntamente com Tamis negativo onde se obteve isolamento
bacteriolégico positivo e isolamento negativo. De um total de 98 amostras de leite
foi observado ao teste positivo de Tamis um isolamento bacteriolégico de 15
(53,57%) amostras positivas a cultura e 13(47,43%) negativas. Ja quando o teste
da caneca de fundo escuro apresentou-se negativo, obteve-se um resultado de
34(48,57%) culturas positivas e 36(51,43%) culturas negativas.Comparouse 0s
resultados obtidos no parénquima da glandula mamaria que apresentaram Tamis
positivo e negativo, com a presenca de cultura positiva e negativa, das 98
amostras de parénquima que foram cultivadas e apresentaram-se positivas ou
nao ao cultivo. Os resultados encontrados foram: Tamis positivo 2(7,14%) culturas
positivas e 26(92,86%) negativas, para o Tamis negativo encontrou-se 2(92,86%)
culturas positivas e 68(97,14%) negativas. Como ndo houve diferenca
estatisticamente significante (P< 0,05) pode-se concluir que para o Tamis positivo
e negativo tanto no leite quanto no parénquima da glandula mamaria a freqiéncia
de isolamento sao iguais. Quando comparou-se a porcentagem de freqiiéncia de
isolamento de microrganismos no leite com o da glandula obteve-se 50% de
isolamento do leite e 4,08% no parénquima(P<0,0001), o que deixa claro que a
freqUiéncia de isolamento no leite foi muito superior a freqiiéncia de isolamento de
microrganismos no parénquima.

O mesmo padrdo de analise foi realizado para teste CMT em relacdo ao
isolamento de cultura positiva e negativa no leite e no parénquima da glandula de
cabras tuberculina positiva. Os resultados apresentados foram: para o CMT



negativo de um total de 98 amostras de leite, achou-se 7(21,9%) de isolados
bacteriol6gicos positivos e 25(78,1%) de negativos. JA no parénquima para o
mesmo numero de amostras desse tecido, verificouwse 2(6,25%) cultura positiva
30(93,75%) negativas. As porcentagens citadas anteriormente apresentaram um
P< 0,0001, tanto para o leite quanto para a glandula. Conclui-se que a frequéncia
de isolamento de microrganismos com cultura negativa foi maior que a frequéncia
de isolamentos positivos no tecido mamario e no leite. No CMT duas cruzes, para
0 mesmo numero de amostras, no leite e no parénquima, encontrou-se no leite um
isolamento bacteriano de cutivo positivo de 42(65,63%) e um isolamento
bacteriano negativo de 22(34,37%). A diferenca estatistica verificada quando
compara-se os resultados dos isolados de cultura positiva para negativa foi
significante, obtendo-se nesta analise um P< 0,007.Quando fez-se a mesma
analise para o parénquima mamario em relacdo ao isolamento de microrganismos
positivos e negativos na cultura verificou-se os seguintes dados: 2(3,13%) de
isolados positivos e 62(96,87%) de isolados cultivados foram negativos. Deduz-se
que os dados supra citados, para cultura positiva e negativa no parénquima,
apresentaram um P< 0,0001, sendo que a freqiéncia achada para a cultura
positiva e negativa da glandula ndo bate com o que encontrouse no leite. Em
relacdo aos resultados apresentados pelo CMT trés cruzes, observouse 0sS
seguintes aspectos: tanto no leite como no fragmento da glandula, do total das
amostras semeadas em meio adequado, pode-se notar apenas 2(100%) de
resultados sem crescimento bacteriano. Deve -se destacar que para CMT tracos e
uma cruz os animais ndo apresentaram resultados frente a este teste, por tanto
nado se obteve isolamento nem do leite e nem da glandula.

Das amostras de leite submetidas ao exame microbiologico 50(51,02%) foram
negativas e 48(48,98%) das amostras positivas foram isolados o0s seguintes
agentes: 47(97,92%) de Staphylococcus spp e 1(2,10%) de Corynebacterium spp.

Das 98 amostras do parénquima mamario examinadas onde se realizou exame
microbiologico, 94(5,92%) apresentou-se negativas e 4(4,08%) mostrou-se
positivas, das amostras positivas foram isolados no meio de cultura 4(100%)
Staphylococcus spp. Cabe aqui salientar que das amostra de glangula mamaria
semeadas nos meios de Stonebrink e Lowenstein-Jensen, apenas um tubo
nostrou-se positivo para o primeiro. apresentando uma porcentagem de 1,02%.
Dessa forma constatou-se presenca de Mycobacterium bovis, uma vez que o meio
de Stonbrink é comumente utilizado para isolar e tipificar esse microrganismo.
Pode-se concluir por tanto, que em caprinos a incidéncia de lesbes por
Mycobacterium na glandula mamaria ocorre, porém é de freqiéncia baixa. Pelos
dados estabelecidos pelo estudo em questdo, ndo pode-se verificar relacéo entre
os resultados microbiolégicos obtidos do parénquima da glandula mamaria, e do
leite coletado nas glandulas CMT positiva e observou-se freqiéncia de isolamento
de microrganismo semelhante entre o material coletado da glandula maméria e do
leite das amostras CMT negativo.
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