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Resumo

A periodontite em caprinos constitui uma enfermidade infecciosa com potencial debilitante.
Esta relacionada a diferentes grupos microbianos anaerdbios apds a perda do equilibrio
ecologico no biofilme subgengival, por meio de um possivel contato com concentragdes
subinibitérias de antimicrobianos produzidos por microrganismos no solo, o que torna mais
provavel a presenga de microrganismos resistentes a essas drogas na microbiota bucal dos
animais acometidos. O objetivo do estudo foi avaliar a ocorréncia de marcadores de
resisténcia aos antimicrobianos no biofilme subgengival de caprinos com periodontite e
periodontalmente saudaveis. Os espécimes clinicos utilizados foram coletados do biofilme de
36 caprinos com periodontite e de 20 animais periodontalmente saudaveis. Apds a extracao
do DNA microbiano, foi avaliada a presenca dos genes tetM, tetO, tetQ, blarem, blasny, blacTx-
M, €rmA e ermF através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR). As variaveis que
apresentaram trés ou mais categorias foram submetidas ao teste de Qui-quadrado e as
possiveis associagdes entre os parametros estudados foram determinadas através do teste
de correlagbes de Spearman. Os genes bla e ermA nao foram detectados nos espécimes
clinicos, enquanto os genes ermF, tetM, tetQ foram observados em 36,4%, 22,7% e 36,4%
dos espécimes de animais com periodontite, respectivamente, mas nao de animais
saudaveis, 0 que se mostrou estatisticamente significativo. O gene tetO foi detectado em
36,4% dos espécimes de animais com periodontite e de 9,1% dos exemplares saudaveis. Os
resultados permitiram a concluséo de que o biofilme de caprinos com periodontite apresenta
maior frequéncia de detecgao de determinados marcadores de resisténcia antimicrobianos.

Palavras chave: periodontite, ruminantes, bactérias anaerdbias, resisténcia microbiana a

medicamentos.



Dias, N. Resistence genes for B-lactams and tetracycline in datas of goats with
periodontitis and periodontally healthy. 2016. 31f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
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Abstract

Periodontitis is an infectious disease potentially debilitating in goats. It is associated with
different anaerobic microbial groups after loss of the ecological balance in the biofilm possibly
by contact with subinibitory concentrations of antimicrobials produced by soil microorganisms,
which enhance the probability of the presence of microorganisms resistant to these drugs in
the oral microbiota of affected animals. The aim of the study was to evaluate the occurrence of
antimicrobial resistance markers in the subgingival biofilm from goats with periodontitis and
from periodontal healthy animals. Clinical specimens were collected from the biofilm of 36
goats with periodontitis and 20 periodontally healthy animals. After extraction of microbial
DNA, it was evaluated the presence of genes tetM, tetO, tetQ, blatem, blashy, blactx-m, ermA
and ermF by polymerase chain reaction (PCR). The variables with three or more categories
were submitted to the Chi-Square test and the possible associations between the studied
parameters were determined using the Spearman correlation test. The bla genes and ermA
were not detected in clinical specimens, while genes ermF, tetM, tetQ were observed in
36.4%, 22.7% and 36.4% of the animals with periodontitis, respectively, but not in specimans
from healthy animals, which was statistically significant. The gene tetO was detected in 36.4%
of the specimens from animals with periodontitis and from 9.1% healthy specimens. The
results allow the conclusion that the biofilm from goats with periodontitis has higher frequency
detection of certain antimicrobial resistance markers.

Keywords: periodontitis, ruminants, anaerobic bacteria, microbial drug resistance.
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1.INTRODUGCAO

As periodontites sdo doencas infecciosas associadas as alteragdes quantitativas e
qualitativas no biofilme microbiano bucal, fenébmeno conhecido como “disbiose” (BLASCO-
BAQUE et al., 2016; WILLEMS et al., 2016), podendo interferir com as condi¢des sistémicas
dos hospedeiros envolvidos através da invasdo microbiana direta ou danos indiretos
provocados pelo processo inflamatoério persistente (KAMER et al., 2008; IGARI et al., 2014;
BLASCO-BAQUE et al., 2016).

A despeito das peculiaridades clinicas e microbiolégicas de cada espécie de
hospedeiro, essas doencas vém sendo caracterizadas em humanos (CHEN et al., 2015;
HORZ et al., 2015; GONCALVES et al.,, 2016) e animais, destacando-se os primatas nao
humanos (GAETTI-JARDIM Jr et al., 2012), marsupiais (BIRD et al., 2002; MIKKELSEN et al.,
2008), roedores (NAYAR et al., 2016), caes (RIGGIO et al., 2011; SENHORINHO et al., 2012;
Di BELLO et al., 2014; WALLIS et al., 2015), gatos (DOLIESLAGER et al., 2013; PEREZ-
SALCEDO et al., 2015), bem como em espécies de importancia econédmica, como equinos
(KENNEDY et al., 2016), bovinos (DOBEREINER et al., 2000; TUNS & DAVID, 2010;
BORSANELLI et al., 2015a; BORSANELLI et al., 2015b), ovinos (MCCOURTIE et al., 1990;
DUNCAN et al., 2003) e caprinos (SUZUKI et al., 2006; CAMPELLO et al., 2015).

Deve-se destacar que as periodontites estdo entre as principais enfermidades
responsaveis por reduzir a produtividade do rebanho caprino e criar problemas de carater
sanitario e econdmico, mas modesto € o conhecimento relativo a essas condigdes nesses
animais (DOBEREINER et al., 2000). Dados preliminares sugerem que o rebanho nacional,
da ordem de 14 milhdes de animais distribuidos em mais de 400 mil estabelecimentos
agropecuarios, ocupando o 18° lugar do “ranking” mundial de exportagbes no setor, pode
estar severamente comprometido pelas doengas periodontais uma vez que praticamente
inexistem levantamentos dessa natureza e os poucos dados disponiveis apontam nessa
direcdo (CAMPELLO et al., 2015). Essas doencas, juntamente com as técnicas rudimentares

utilizadas na maioria dos sistemas de criagao e os problemas de ordem sanitaria, contribuem
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para a baixa produtividade da caprinocultura em varias regides brasileiras (CORREIA et al.,
2001; GUIMARAES FILHO, 2006), inviabilizando a atividade em funcdo de altas taxas de
morbidade e mortalidade (IBGE, 2012).

Dentro do grupo dos ruminantes de importancia econémica, o estudo da microbiota da
periodontite de caprinos ainda é bastante insipiente (SUZUKI et al., 2006; CAMPELLO et al.,
2015), o que contrasta com a magnitude dos danos provocados pela infeccao ao aparelho
estomatognatico desses animais e com a importancia social e econémica da pratica da
caprinocultura no Brasil, tanto na sua expressao familiar tradicional, ligada a pequena
iniciativa, quanto na sua vertente comercial intensiva e de maior produtividade, principalmente
em um cenario de maior demanda de produtos a ela relacionados, como artigos alimenticios e
o couro (CORREIA et al., 2001; IBGE, 2012).

Os estudos sobre a etiologia das enfermidades periodontais, coletivamente, reforcam
o papel de bactérias anaerdbias, principalmente os bastonetes Gram-negativos, como os
géneros Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Tannerella e Treponema (DOBEREINER
et al,, 2000; BIRD et al., 2002; Di BELLO et al.,, 2014; BORSANELLI et al., 2015a;
BORSANELLI et al., 2015b; CHEN et al., 2015; HARRIS et al., 2015), na etiologia desses
quadros infecciosos e inflamatérios periodontais, sugerindo 0 mesmo processo de disbiose
observado em humanos.

Estudos preliminares indicam que o desequilibrio da microbiota bucal desses animais
estaria associado a efeitos de concentracbes subinibitérias de antimicrobianos
(HUDDLESTON et al., 1997; DOBEREINER et al., 2000), nas gramineas consumidas,
capazes de aumentar significativamente a adesao celular dos bastonetes Gram-negativos
anaerobios (DUTRA et al., 1986; KOPP et al., 1996). Algumas condi¢coes parecem facilitar
esse fenbmeno, como a formagado pastagens novas em solos ricos em matéria organica,
facilitando a proliferacdo de estreptomicetos e outros grupos microbianos produtores de
antibioticos (BALDANI et al., 1982; DOBEREINER 1990; DUTRA et al., 1993; HUDLESTTON

et al., 1997).
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Os antibidticos produzidos por esses microrganismos sao encontrados principalmente
em solos de regides com alta prevaléncia de bovinos com periodontite (BALDANI et al., 1982;
DOBEREINER, 1990; DUTRA et al., 1993), mostrando correlagdo entre presenga de
antibidticos no solo e o desenvolvimento de periodontite nesses animais. Contudo, a excegao
dos bovinos, pouco se conhece sobre esse fenbmeno em outras espécies de ruminantes e
sobre a presenca de marcadores de resisténcia a drogas antimicrobianas na microbiota
associada as periodontites em caprinos, animais bastante acometidos por elas (SUZUKI et
al., 2006; CAMPELLO et al., 2015).

Como agravante, é possivel que os genes de resisténcia a essas drogas
antimicrobianas venham a ser transferidos horizontalmente para a microbiota humana, nao
apenas através do contato por meio do manejo desses animais, mas também pelo consumo
dos produtos derivados, o que representa um risco adicional para a saude humana e animal
em uma época em que se busca a racionalizacdo do uso de antimicrobianos em ambito
global, minimizando o abuso do seu emprego em diversas areas, como em medicina
veterinaria e humana (TEUBER, 2001; PYORALA et al., 2014). Além desse aspecto, o estudo
das periodontites nessas espécies também constitui oportunidade para melhor compreensao
dessas enfermidades em humanos, uma vez que os modelos animais sdo bastante relevantes

no estudo da patogénese das infecgoes periodontais (STRUILLOU et al., 2010).

2.0BJETIVO
O presente estudo objetivou determinar a ocorréncia de diferentes marcadores de
resisténcia aos antimicrobianos no biofilme subgengival de caprinos com periodontite e de

animais periodontalmente saudaveis.
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3.MATERIAIS E METODOS
O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba-UNESP. Esse projeto apresenta-se de acordo com os principios

éticos de experimentacao animal (Processo FOA 00731-2015).

3.1. Espécimes Clinicos

Os espécimes clinicos utilizados foram coletados do biofilme subgengival de 36
caprinos com periodontite e de 20 animais periodontalmente saudaveis de rebanhos indenes,
de racas variadas, mantidos em criatérios no interior do Estado de Sao Paulo, sendo
coletados por médicos veterinarios que compdem o grupo de colaboradores do presente
estudo. Os animais eram mantidos em pastagens comerciais € ndo receberam antibiéticos ou
quimioterapicos com atividade antimicrobiana nos trés meses que precederam o estudo. Os
procedimentos para a coleta dos espécimes clinicos do sulco gengival ou bolsas periodontais
seguiram metodologia empregada anteriormente (GAETTI-JARDIM JR et al., 2012).

A remogao do biofilme supragengival foi realizada com gaze estéril e, em seguida,
foram introduzidos cones de papel absorvente esterilizados no sulco gengival durante 60
segundos para coleta do biofilme subgengival. Quando presente, o conteudo purulento de
abscessos periodontais era coletado por meio de bidpsia aspirativa. As amostras eram
imediatamente acondicionadas em criotubos contendo 1 mL de agua ultrapura esterilizada e
armazenadas em nitrogénio liquido até a extragcado do DNA microbiano.

Todos os indicadores da presenca de doencga periodontal foram avaliados, conforme
ficha clinica adaptada (Anexo), considerando-se as condigdes dos tecidos do periodonto de
revestimento, nivel de insercdo conjuntiva e perda éssea. O exame clinico foi realizado
segundo os parametros indicados por Gioso (2001). Adicionalmente foi verificada a presenca

ou auséncia de retragao gengival, sangramento gengival e halitose.
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3.2. Extragcdo do DNA Microbiano

As amostras clinicas foram armazenadas em criotubos com agua Milli Q e extraidas
através do “kit” QlAamp DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Em cada amostra foi adicionada
a 20uL de proteinase K, seguida de 200uL do tampé&o AL, mantendo-se a mistura a 56°C, por
10 minutos, adicionando-se, a seguir, etanol absoluto (200 pL) e centrifugando-se o conjunto
através do “QlAamp Column”, a 6000xg, por 1 minuto.

A seguir, o filtrado foi desprezado e foram adicionados 500 yL do tampao AW1
repetindo-se a centrifugagéo, desprezando-se, novamente, o filtrado. Imediatamente, 500 uL
do tampdo AW2 foram acrescidos ao “QlAamp Column” e o conjunto foi centrifugado a
20.000xg por 3 minutos. O filtrado foi novamente desprezado e 200 uL de tampao AE foram
adicionados ao “QlAamp Column”, por 1 minuto, antes de submeter o conjunto a
centrifugacao final a 6000xg, por 1 minuto. O filtrado foi mantido a -80°C. A concentracao do
DNA bacteriano foi determinada, para cada amostra, em espectrofotdbmetro (Beckman,

Modelo DU-640), com leitura da absorbancia (A260 nm).

3.3. Presenca de diferentes marcadores de resisténcia aos antimicrobianos.

A presenca de marcadores de resisténcia as tetraciclinas e [(-lactamicos foi
determinada nas amostras dos animais com periodontite € nos espécimes periodontalmente
saudaveis. A presenga dos marcadores de resisténcia as tetraciclinas (tetM, tetO e tetQ) foi
determinada como descrito por Ng et al. (2001) e Aminov et al. (2001). A presenga do gene
erma, marcador de resisténcia aos macrolideos (ermA e ermF), foi avaliada segundo Chen et
al. (2007). A presenga dos marcadores de resisténcia aos B-lactdmicos (blarem, blactx-m,
blasnv) foi determinada segundo Belaaouaj et al. (1994) e Henriques et al. (2006). A sequéncia

dos iniciadores € apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios para deteccdo de genes de

resisténcia.
Amplicon Temperatura de
Alvo Sequéncia dos Oligonucletotideos 5" —3°
(pb) anelamento
bla e ATC GCT ACATCCTGC TTG CCT TC 806 60°C
CCA CAT AGATCG CCG TGA AGA GG
blacrsm CAG TCG ATA GGA ACA GCA GTA 280 55°C
GAC CAG ATCCTACTCCTT
blashy TAG TACG GAR AGT TTATTG TAT ACC 310 55°C
CCT TGG CGT ATC TAT AAT GTT GAC
ermA CGACACAGCTTT GGT TGAAC 332 55°C
AAY AGY AAA CCY AAAGCT C
ermE CGA CACAGCTTT GGT TGAAC 309 56°C
GGA CCT ACC TCATAG ACA AG
tetM ACA GAA AGC TTATTA TAT AAC 171 55°C
TGG CGT GTC TAT GAT GTT CAC
tetO ACG GAR AGT TTATTG TAT ACC 171 60°C
TGG CGT ATC TAT AAT GTT GAC
tet Q AGA ATC TGC TGT TTG CCA GTG 169 60°C

CGG AGT GTC AAT GAT ATT GCA
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3.4. Analise estatistica
As variaveis que apresentaram trés ou mais categorias foram submetidas a teste de
Qui-quadrado, enquanto as existéncias de possiveis associacbes microbianas foram

determinadas através do teste de correlagbes de Spearman.

4. RESULTADOS

Os resultados do presente estudo evidenciaram que as amostras clinicas de biofilme
microbiano subgengival de caprinos pode albergar diferentes marcadores de resisténcia a
drogas antimicrobianas amplamente utilizadas no tratamento das infeccbes humanas e
animais.

Os genes associados a producao das B-lactamases de amplo espectro de agcdo, como
os marcadores blarem, blactx-m, blasny ndo foram detectados, o mesmo ocorrendo com o gene
ermA, ligado a resisténcia a eritromicina e outros macrolideos.

A ocorréncia dos genes tetM (Teste de Qui-quadrado, p= 0,018) e tetO (Teste de Qui-
quadrado, p= 0,026), tetQ (Teste de Qui-quadrado, p= 0,018) e ermF (Teste de Qui-quadrado,
p= 0,018) foi significativamente mais elevada entre os animais com periodontite do que entre
caprinos periodontalmente saudaveis (Tabela 2). Observou-se também que os marcadores
tetM, tetQ e ermF nao foram encontrados em amostras de animais saudaveis.

A ocorréncia de marcadores de resisténcia as tetraciclinas e macrolideos nas mesmas
amostras clinicas mostrou-se estatisticamente correlacionada (teste de Correlagées de

Spearman, IC=0,78).
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Tabela 2. Distribuicdo de marcadores de resisténcia a antimicrobianos em amostras de

biofilme subgengival de caprinos com periodontite ou periodontalmente saudaveis.

Marcador de resisténcia

Ocorréncia %

Animais periodontalmente

Animais com

saudaveis periodontite
ermF 0,0 36,4
tetM 0,0 22,7
tetO 9,1 36,4
tetQ 0,0 36,4
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5. DISCUSSAO

A compreensdo da patogénese das periodontites em ruminantes é bastante limitada,
com poucos estudos sobre a participacdo de microrganismos especificos disponiveis
(DOBEREINER et al., 2000; DUNCAN et al., 2003; SUZUKI et al., 2006; TUNS & DAVID,
2010; BORSANELLI et al., 2015a; BORSANELLI et al., 2015b; CAMPELLO et al., 2015).

Segundo Huddleston et al. (1997) e Débereiner et al. (2000), a presenca de matéria
organica abundante em determinados solos permite extensa proliferacao de estreptomicetos,
muitos dos quais sao produtores de drogas antimicrobianas, como macrolideos (OMURA et
al.,, 1980) e tetraciclinas (ASAGBRA et al., 2005), que poderiam produzir disbiose na
microbiota bucal, modificando a composicdo do biofilme, produzindo danos aos tecidos
periodontais, levando a perda precoce de dentes e enfraquecimento progressivo e
pronunciado dos animais acometidos.

Nao sdo conhecidos os mecanismos pelos quais a presenca desses agentes
antimicrobianos na cadeia alimentar dos ruminantes poderia produzir um desequilibrio na
microbiota bucal, particularmente na microbiota anaerdbia obrigatéria, a qual esta
profundamente associada as infecgbes periodontais. Estudos iniciais evidenciaram que
concentragoes subinibitérias de diferentes antimicrobianos podem exacerbar a adesao celular
dos bastonetes Gram-negativos anaerébios (DUTRA et al., 1986; KOPP et al., 1996), outrora
denominados coletivamente de “black pigmented Bacteroides” e hoje reclassificados nos
géneros Prevotella e Porphyromonas, de grande importancia na periodontite de ruminantes
(BORSANELLI et al., 2015a; BORSANELLI et al., 2015b) e reservatorios frequentes de genes
de resisténcia a drogas antimicrobianas em humanos (VILLEDIEU et al., 2004; TRIBLE et al.,
2010).

Os animais da presente avaliagdo n&o receberam drogas antimicrobianas nos meses
anteriores ao tratamento e eram animais adultos jovens com denticdo permanente, mantidos
sob condigdes controladas, para futuro emprego como reprodutores ou para abate, o que

contrasta com a elevada frequéncia de deteccdo de genes de resisténcia a antimicrobianos
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nas suas amostras clinicas (Tabela 2), o que sugere que a pressao seletiva sobre o biofiime
possa estar sendo exercida por antimicrobianos em baixas concentragdes na alimentagao ou
produzidos no ambiente em que os animais s&o mantidos.

As bases genéticas da producido de B-lactamases de amplo espectro de atividade
estdo ligadas principalmente ao gene blarem (BIBBAL et al., 2007) e sua disseminagao vem se
mostrando alarmante, particularmente entre microrganismos entéricos. Entretanto, a
introducao de novos agentes desse grupo de drogas tem levado a disseminacao de diferentes
genes e mutagdes que conferem niveis variados de resisténcia a essas drogas, sendo que
em bactérias entéricas merece destaque a producgao das B-lactamases de amplo espectro de
agdo, conhecidas pela sigla ESBLs em inglés. A grande maioria dos microrganismos
produtores dessas B-lactamases apresenta os genes blarem, blaswy € blactxm (PITOUT et al.,
2005).

Os genes associados a produgao das B-lactamases de amplo espectro de agdo, como
os marcadores blarem, blactxwm, blashy ndo foram detectados. Esses genes e os marcadores
de resisténcia as tetraciclinas sao tipicamente observados em criagoes intensivas de animais
para abate (HE et al., 2016; SHAMILA-SYUHADA et al., 2016) e podem ser transferidos
horizontalmente para outros grupos microbianos (NIKOLICH et al., 1994). Esses dados
sugerem que os principais microrganismos produtores dessas enzimas, os membros da
membros da familia Enterobacteriaceae, nao constituem parte significativa da microbiota
subgengival de caprinos com ou sem periodontite (dados de ensaios do laboratério e nao
apresentados).

Entre os bastonetes Gram-negativos anaerdbios obrigatérios e cocos Gram-positivos
anaerdbios facultativos € bastante comum a resisténcia a eritromicina, o macrolideo
tradicionalmente mais utilizado, em comparagcdo com a claritromicina e azitromicina, ou as
lincosaminas (BAQUERO & REIG, 1992; KATSANDRI et al., 2006; KURIYAMA et al., 2007).
Os mecanismos de resisténcia aos macrolideos, lincosaminas e estreptograminas sao

bastante variados e essas drogas, embora estruturalmente nao relacionadas, podem ter seus
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mecanismos de acao bloqueados por marcadores de resisténcia comuns (ROBERTS, 2008).
Dentre os genes de resisténcia a essas drogas, merece destaque os genes erm, embora mais
de 60 diferentes marcadores de resisténcia tenham sido descritos (ZHANG et al., 2009).

A grande variedade de genes erm acaba por dificultar avaliacbes epidemiolégicas
sobre sua distribuicdo e disseminacao, mas, de forma geral, os determinantes de resisténcia
encontrados no ambiente externo ndo sdo os mesmos observados em microrganismos da
microbiota residente ou em patdgenos associados a infeccbes nosocomiais (ZHANG et al.,
2009). Os genes ermA e ermF estdo entre os mais frequentes marcadores de resisténcia
(ROBERTS, 1999), como apresentado na Tabela 2, o gene ermA nao foi detectado. Sua
ocorréncia € mais associada aos membros do género Staphylococcus e ndo € conhecida a
prevaléncia desses cocos na microbiota bucal de caprinos, independentemente da condicéo
bucal dos mesmos.

O gene ermF vem sendo observado em fusobactérias, as quais sdo muito frequentes
em caprinos (CAMPELLO et al., 2015). Esses genes podem ser transferidos através de
plasmideos conjugativos e transposons (ROBERTS, 1999) e codificam para uma 23S rRNA
adenina-N-6-metil-transferase, a qual é responsavel pela metilagcido do 23S rRNA, levando a
uma reducao da afinidade do sitio ribossomal pelo antimicrobiano, estando bem distribuidos
em microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos (HECHT, 2006; ROBERTS, 2008)

A resisténcia as tetraciclinas € amplamente disseminada e seus marcadores de
resisténcia constituem elemento comumente encontrado em criagdes de porcos e aves, além
de esgotos domésticos, cursos hidricos e nos solos (LYNNE et al., 2008; SRINAVASAN et al.,
2008; KYSELKOVA et al., 2013).

Os marcadores genéticos mais comuns associados a resisténcia a tetraciclina sao
representados pelos genes tet, os quais tém sido divididos em genes que codificam para as
proteinas de efluxo (responsaveis por exportar ativamente a droga que penetra no citoplasma
bacteriano), representados pelos genes tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetl, tetK, and tetL, e

aqueles que protegem o ribossomo da acao da droga, como os genes tetM, tetO e tetQ,
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enquanto o gene tetX codifica para uma proteina capaz de inativar o farmaco (ROBERTS,
1996).

Tem sido sugerido que a resisténcia aos B-lactamicos, eritromicina e tetraciclina
podem estar geneticamente interligadas, especialmente em anaerébios estritos Gram-
negativos (KURIYAMA et al.,, 2007). Os dados do presente estudo suportam parcialmente
essa teoria, uma vez que a presenca dos marcadores de resisténcia as tetraciclinas e
macrolideos se mostrou interligada, o que pode sugerir sua presenga nos MesmMos

microrganismos.

6.CONCLUSAO
Os resultados evidenciaram que o biofilme subgengival de caprinos com periodontite
apresenta marcadores de resisténcia a tetraciclina e macrolideos com uma frequéncia muito

superior a observada com os animais periodontalmente sadios.
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Figura 1: Odontograma utilizado nos exames clinicos dos caprinos.
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