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FREQUENCIA DE MICRORGANISMOS EM CONTEUDO VULVOVAGINAL DE
VACAS TRATADAS COM DISPOSITIVOS INTRAVAGINAIS DE PROGESTERONA

RESUMO - A dissertacgdo foi dividida em dois estudos. Com o primeiro, objetivou-se
avaliar a ocorréncia de microrganismos presentes na regido vulvovaginal de vacas
gue receberam dispositivos intravaginais de progesterona durante os programas de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), e correlacionar os resultados com as
taxas de prenhez. As amostras foram coletadas da regido vulvovaginal de 30 vacas
de corte Guzerda e 30 vacas leiteiras mesticas, e também dos dispositivos
intravaginais, aleatoriamente. Das 120 amostras coletadas das vacas, 60
corresponderam ao periodo anterior a introducdo do dispositivo (DO) e 60 ao
posterior a retirada do mesmo (D9); obteve-se 100% de crescimento bacteriano,
sendo que, na maioria das amostras, encontrou-se mais de um isolado. No DO, o
agente de maior frequéncia foi a Escherichia coli (52%), e no D9, Proteus spp e
E.coli foram os mais encontrados (32% e 28%, respectivamente). Em relagédo aos
dispositivos intravaginais de progesterona, no DO foram isolados 37 microrganismos,
sendo predominantes os do género Bacillus (35%); j& no D9 foram isoladas 41
unidades formadoras de colbnias (UFC), sendo que 36,6% corresponderam ao
Proteus spp. Para a analise do perfil antimicrobiano, realizou-se antibiograma por
difusdo do disco em agar, e foram selecionadas as vacas que ndo emprenharam
apos a IATF, a titulo de tratamento futuro. Houve resisténcia de 100% a penicilina, e
sensibilidade de, aproximadamente, 90% a gentamicina, tanto para os isolados
obtidos das amostras das vacas de corte quanto para os obtidos das vacas de leite.
Em relacdo a taxa de prenhez, das 30 vacas de corte, 11 foram diagnosticadas
prenhes (36,7%), sendo 4 (36,4%) tratadas com dispositivos intravaginais
reutilizados e 7 (63,6%) com dispositivos novos, que se mostraram mais eficazes.
Das 30 vacas de leite, 15 (50%) emprenharam, sendo que 8 (53,3%) foram
implantadas com dispositivos reutilizados e 7 (46,7%) com dispositivos novos, nao
havendo diferencas significativas entre as taxas de prenhez. Por se tratar de uma
pesquisa, as fémeas foram escolhidas ao acaso, e fatores como escore corporal,
manejo nutricional e sanitario ndo foram prioridade. Com o segundo estudo,
objetivou-se analisar a similaridade entre cepas, realizada pela técnica Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR). A presenca de E.coli e a auséncia de

prenhez foram os critérios de selecéo utilizados. Diante dos resultados, observou-se



gque a maioria dos isolados néo foi filogeneticamente semelhante, uma vez que
apresentaram similaridade inferior a 85%. O estudo ressaltou a importancia da E.
coli na microbiota vulvovaginal de vacas e a presenca de caracteres fenotipicos e

genotipicos dessa bactéria em possiveis problemas reprodutivos.

Palavras-chave: Bactéria, fémea bovina, reproducéo, dispositivos, RAPD



FREQUENCY OF MICROORGANISMS PRESENT IN VULVOVAGINAL CONTENT
OF COWS TREATED WITH INTRAVAGINAL PROGESTERONE DEVICES

ABSTRACT - The dissertation was divided in two studies. With the first, aimed to
evaluate the occurrence of microorganisms present in the vulvovaginal region of
cows that received intravaginal progesterone devices during the fixed-time artificial
insemination (FTAI) programs, and correlate the results with pregnancy rates.
Samples were collected from vulvovaginal region of 30 beef cows Guzera and 30
crossbred dairy cows, and also intravaginal devices, randomly. Of the 120 samples
of cows, 60 corresponded to the collections of the period prior to the introduction
device (D0O) and 60 to the subsequent withdrawal of it (D9); it yielded 100% of
bacterial growth, whereas, in most samples, it was found more than one isolated. In
DO, the most frequent agent was Escherichia coli (52%), and in D9, Proteus spp and
E. coli were the most frequent (32% and 28%, respectively). Regarding intravaginal
progesterone devices, in DO were isolated 37 microorganisms, being predominant
those of the genus Bacillus (35%); in D9, 41 colony forming units (CFU) were
isolated, of which 36.6% corresponded to Proteus spp. For the analysis of the
antimicrobial profile, susceptibility testing was performed by diffusion agar disk, and
cows that did not became pregnant after FTAI program were selected, as a future
treatment. There resistance 100% to penicillin, and sensitivity, approximately, 90% to
gentamicin, both isolates obtained from samples of beef cows and obtained of dairy
cows. Regarding pregnancy rate, the 30 beef cows, 11 were diagnosed pregnant
(36.7%), 4 (36.4%) treated with reused devices and 7 (63.6%) with new devices,
which showed more effective. Of the 30 dairy cows, 15 were pregnant (50%), 8
(53.3%) were implanted with reused devices and 7 (46.7%) with new devices, with no
significant differences in pregnancy rates. Because it is a research, females were
chosen at random, and factors such as body condition, nutritional management and
health weren't priority. With the second study, aimed to analyze the similarity
between strains, conducted by technical Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD
-PCR). Presence of E. coli and the absence of pregnancy were selection criteria
used. From the results, it was observed that most of the isolates wasn't
phylogenetically similar, since they showed lower than 85% similarity. The study

stressed the importance of E. coli in vulvovaginal microbiota of cows and the



presence of phenotypic and genotypic characters of this bacterium on possible

reproductive problems.

Keywords: Bacteria, bovine female, reproduction, devices, RAPD
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Anatomia do sistema reprodutor feminino de bovinos

As estruturas macroscépicas do sistema reprodutivo de maior interesse para
a fisiologia séo: vulva, vagina, cérvix, corpo do Utero, cornos uterinos, tubas uterinas
e ovarios (Figura 1).

De acordo com Ball e Peters (2006), a vulva localiza-se na por¢cao externa
do trato genital feminino e permite o alojamento do pénis no momento da copula,
monta natural ou da propria inseminacéo artificial (IA); a vagina possui formato
tubular, comprimento médio de 30 cm e variados diametros internos, é o6rgao
copulatoério, onde o sémen é depositado na sua porc¢ao final.

A cérvix € chamada colo do Utero e esta situada cranialmente a vagina, com
aproximadamente 5 a 15 cm, porém seu tamanho, espessura e forma variam de
animal para animal; tem como funcéo proteger o canal durante a gestacdo (BALL;
PETERS, 2006).

Além disso, caracteriza-se pela presenca de uma camada muscular bem
desenvolvida e rica em fimbras elasticas, o que Ihe confere alto poder de
maleabilidade; além disso, destacaram a importancia de seu estudo para auxiliar em
aplicacdes da biotecnologia reprodutiva, a exemplo da inseminacdo artificial
(HAFEZ; JAINUDDEN, 2000).

O Utero, importante componente desse sistema, é dividido em outras duas
partes, corpo e cornos, e, na espécie bovina, possui um septo que separa os dois
cornos (septo intercornual), classificando-o como bipartido (HAFEZ; JAINUDDEN,
2000).

Segundo Pansani e Beltran (2009), o utero tem como principal funcdo
abrigar o embrido e, posteriormente, o feto, fornecendo protecdo e nutricdo
adequada para seu desenvolvimento, além do transporte de espermatozoide e
participacdo na regulagéo da fungéo do corpo luteo.

As tubas uterinas tém grande importancia nos processos reprodutivos
(JOSHI, 1988) e fornecem uma conexao entre 0 ovario e o corno uterino. Dividem-
se em trés segmentos: infundibulo, ampola e istmo.

O infundibulo apresenta fimbrias que se aderem ao ovario como um ponto
de ancoragem (NICKEL; SCHUMMER; SEIFERLE, 1987). A ampola é a parte mais
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larga da estrutura, onde ocorrem a maturacdo e a fecundacgéo de ovacitos. O istmo
age como um reservatorio de esperma (YANIZ et al., 2000), além de proporcionar
ambiente ideal para a maturacdo, fertilizacdo dos gametas e capacitacao
espermatica na reproducdo dos mamiferos. Auxilia também no transporte dessas
células sexuais e embrides (ELLINGTON, 1991; HUNTER, 2003) e suas contracdes
peristalticas ajudam a transportar seus conteudos para o utero (LIEBICH, 1990).

Os ovarios apresentam-se aos pares e encontram-se localizados na
cavidade pélvica; pesam de 15 a 20 gramas, tém 4 cm de comprimento e 2,5 cm de
largura, e possuem fungdo exoécrina e enddcrina: producdo de células germinativas
e secrecdo de estrogeno e progesterona (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Quando o assunto € biotecnologia com a finalidade de multiplicacédo
genética, deve-se buscar constantemente a melhora dos indices técnicos, o
desenvolvimento e uso da tecnologia, bem como a identificagdo dos parametros
anatdmicos e fisiolégicos do sistema reprodutivo de fémeas bovinas (PANSANI;
BELTRAN, 2009). Dai a importancia de se estudar e conhecer a anatomia e

fisiologia desse sistema.

Figura 1 - Aparelho reprodutor da vaca (vista lateral), mostrando sua posi¢do dentro das cavidades
pélvica e abdominal.

Vestibulo

Fonte: Adaptado de Ball; Peters (2004)
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1.2 Microbiota endégena do sistema reprodutor de vacas

Paisley, Mickelsen, Anderson (1986) afirmaram que 0s microrganismos mais
comuns isolados a partir de amostras do sistema reprodutor feminino de bovinos
sao Streptococcus hemoliticos, corinebactérias, Staphylococcus, coliformes e Gram-
negativos anaerobios, considerados patdgenos facultativos. Oliveira (1995) citou
qgue Escherichia coli, Pseudomonas spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Actynomices pyogenes sao considerados habitantes da vulva, vagina, pele e trato
gastrintestinal, mas tais microrganismos possuem propriedades invasivas.

A vulva, devido a sua localizacdo em ambiente externo, pode favorecer a
chegada de bactérias a vagina e estabelecer a microbiota normal, originada da
adaptacdo de agentes do trato gastrointestinal ao sistema genital feminino
(TORRES; ENRIQUEZ; VIZMANOS, 1994). Do ponto de vista reprodutivo, é
importante porque é nela que sdo observados os sinais externos de estro (UNION,
2010).

Kreplin (1990) afirmou que as bactérias anaerdbias facultativas e obrigatorias
podem atuar em parceria, possibilitando o crescimento e 0 aumento da
patogenicidade.

Grande parte dos microrganismos isolados de conteddo vaginal séo
bastonetes Gram-negativos, originados do trato gastrointestinal (TGI), especialmente
Escherichia coli, e Gram-positivos como Streptococcus spp.; sob condi¢ées normais,
0S microrganismos encontrados na microbiota vaginal também estdo na pele e
fezes, com propriedades invasivas, podendo estar em pequeno namero no Utero de
vacas sadias (KUNZ et al., 2002).

Os mesmos autores afirmaram, ainda, que as vacas nao sofrem
contaminagdes continuas por tais agentes, porém estes colonizam o trato genital se
houver oportunidade e, apds o parto, a microbiota vaginal pode invadir o Utero,
através da cérvix, que esta parcialmente aberta em decorréncia da acdo dos
estrogenos liberados durante o parto.

Fémeas bovinas podem se tornar susceptiveis aos microrganismos que
alcancam o utero, porém barreiras fisicas como vulva e cérvix dificultam o acesso

dos patdgenos oportunistas (ROCHA et al., 2004).
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1.3 Infec¢gdes mais comuns do sistema reprodutor feminino de bovinos

Infeccbes bacterianas no trato urogenital estdo entre os problemas
frequentes da clinica médica veterinaria e podem acontecer concomitante ou
separadamente nos dois sistemas, variando desde infec¢cbes assintomaticas até
muito severas (BARSANTI, 2006).

Muitos séo os fatores relacionados com as doencas infecciosas e, dentre 0s
determinantes importantes, destacam-se o0 estado geral de saude do hospedeiro,
contato prévio com determinados microrganismos, histérico meédico, e uma
variedade de agressdes toxicas, traumaticas, ou iatrogénicas; bactérias, leveduras,
fungos, protozoarios e virus convivem com a microbiota da biosfera composta por
microrganismos representados por diversos tipos, variedades, cepas, espécies e
géneros (ISENBERG; D’AMATO, 1995).

As doencas da reproducao podem ser de causa infecciosa, como 0s virus,
bactérias e parasitas, e ndo infecciosa, sendo consideradas de etiologia multifatorial
(DEL FAVA; PITUCO; GENOVEZ, 2007).

Del Fava; Arcaro; Pozzi (2003) relataram a importancia e necessidade de
prevenir as doencas infectocontagiosas da reproducdo animal como a rinotraqueite
infecciosa bovina (IBR), diarreia viral bovina (BVD), leptospirose, brucelose e
neosporose, visto que estdo muito disseminadas no rebanho nacional.

Aproximadamente 37% a 50% das perdas gestacionais em bovinos séo
associadas a IBR, BVD e leptospirose (AONO et al., 2013), que sdo muito
expressivas nos rebanhos bovinos brasileiros, tanto de forma isolada quanto em
associacdo (FLORES et al., 2005; JUNQUEIRA et al., 2006; TAKIUCHI; ALFIERI,
ALFIERI, 2001).

A IBR é muito preocupante porque causa perdas econdémicas consideraveis;
pode acometer os tratos respiratorio e genital dos bovinos, sendo também associada
a meningoencefalite. E causada pelo herpesvirus bovino tipo-1 (BoHV-1), o qual tem
sido relacionado a falhas reprodutivas como a morte embrionaria precoce e abortos
(OLIVEIRA et al., 2011).

Ja a BVD é considerada uma das enfermidades mais comuns em bovinos,
em todo o mundo, e esta associada a multiplas manifestagbes clinicas, incluindo
diarreia aguda, doenca das mucosas, diarreia crénica e problemas reprodutivos
(PEREIRA et al., 2009).
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A leptospirose, causada por bactérias do género Leptospira, € uma doenca
ainda negligenciada em muitas regides, dai o grande niamero de surtos ocorridos no
mundo; sua verdadeira extensdo e incidéncia ndo sdo totalmente conhecidas, uma
vez que sistemas de vigilancia sdo altamente variaveis e frequentemente ausentes
(HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011).

Tem grande importancia no setor pecuario, pois, além do impacto em saude
publica, é considerada a principal causa de perdas econémicas, sendo que a maioria
das infeccbes € subclinica e associada a problemas reprodutivos como aborto, parto
de natimortos e nascimento de neonatos fracos ou malformados (RADOSTITS et al.,
2002).

A neosporose, causada pelo protozodrio Neospora caninum, ocasiona
grandes prejuizos na producédo de leite e seus derivados, e acomete espécies como
ovinos, caprinos, bovinos e bubalinos (DAGUER et al., 2004; DUBEY; SCHARES,
2011). Além disso, € responsavel por problemas reprodutivos, isolados ou
associados a outros agentes (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

Seu impacto econémico global foi avaliado recentemente, e o aborto € o
principal fator de prejuizo ao produtor. Em 10 paises avaliados, as perdas
econdmicas na bovinocultura excedem dois bilhdes de dolares anuais, sendo que,
no Brasil, sdo estimadas em mais de 150 milhdes de délares no mesmo periodo
(REICHEL et al., 2012).

A brucelose bovina, por sua vez, € uma zoonose cosmopolita causada pela
bactéria Brucella abortus, sendo endémica no Brasil; tem grande importancia devido
aos prejuizos resultantes da morte de animais, da diminuicdo no ganho de peso e da
producao de leite, do descarte precoce e condenacao de carcacas no abate (SOUZA
et al., 2013).

1.4 Sensibilidade antimicrobiana

A microbiota vaginal de bovinos é varidvel quanto ao numero e a
composicédo de microrganismos (FLORIAO; FRAGA, 2014). Diversos fatores podem
influenciar a composicdo dessa microbiota, e um desequilibrio pode causar
infec¢des, sendo que, na maioria das vulvovaginites, o tratamento medicamentoso é
capaz de destruir parcialmente a microbiota normal, podendo levar a sele¢do de

microrganismos multirresistentes (SARAIVA et al., 2014).
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Walsh, em 2003, definiu os antibiéticos como compostos naturais ou
sintéticos que podem inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias;
gquando causam a morte da bactéria, sdo chamados bactericidas, e quando
promovem a inibicdo do crescimento microbiano, sdo denominados bacteriostaticos.

O uso indiscriminado de antimicrobianos na Medicina Veterinaria tornou-se
uma grande preocupacao nos ultimos tempos, visto que pode implicar no surgimento
de bactérias resistentes a estes farmacos, como é o caso da Escherichia coli,
habitante do trato gastrointestinal de animais, que pode ser transmitida ao homem
pelo contato direto ou indireto, principalmente por produtos de origem animal (LEITE
et al., 2013).

Assim, devem ser adotadas medidas para reduzir a ocorréncia desta
resisténcia, tais como: controle mais efetivo dos antibidticos, realizacdo de estudos
relacionados aos mecanismos genéticos de resisténcia, maiores informacdes quanto
a sensibilidade microbiana e desenvolvimento de novas drogas (NASCIMENTO et
al., 2000).

Alguns autores relataram o surgimento de bactérias que hospedam varios
genes de resisténcia a antimicrobianos, sendo esses genes de resisténcia
transmitidos por plasmideos e/ou elementos genéticos (LEITE et al., 2013).

A resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos nos testes de
sensibilidade pode ser classificada como multirresisténcia, mas se a resisténcia
acontecer a diversos agentes pertencentes a mesma classe, quando determinada
pelo mesmo mecanismo, nao se trata de multirresisténcia (SCHWARZ et al., 2010).

A resisténcia bacteriana, de modo geral, pode ser intrinseca ou adquirida. A
resisténcia intrinseca refere-se a uma caracteristica inata do microrganismo, antes
mesmo do uso da droga. A resisténcia adquirida ocorre apds a exposi¢ao prévia ao
antimicrobiano, por mecanismos variados, que podem ser resultantes de mutacoes
cromossomiais ou da presenca de plasmideos (TENOVER, 2006).

Nas mutacdes cromossomiais, 0 antibiotico exerce pressao seletiva sobre os
microrganismos, possibilitando que aqueles mutantes resistentes apresentem
supercrescimento em relacdo aos sensiveis, e as novas geracdes formadas serao
compostas por células resistentes (SILVA, 1999).

A resisténcia a drogas pode ser carreada nos plasmideos (LAZAR et al.,
2014). Esses elementos extracromossomiais agem independentemente do

cromossoma, e 0s genes de resisténcia podem ser transferidos do cromossoma ao
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plasmideo e vice-versa, e de uma bactéria para outra, possibilitando a disseminacéo
(TENOVER, 2006; TRAVERS; BARZA, 2002).

A realizacdo de estudos sobre a sensibilidade microbiana aos antibidticos é
importante para a escolha dos farmacos no tratamento de eventuais infeccdes cujo
agente etiolégico foi confirmado por cultura. Estudos epidemiolégicos baseados no
rastreamento de cepas resistentes aos antibidticos ocorrem no intuito de propor e
adotar estratégias para impedir que elas se disseminem entre o rebanho, além de
fornecer conhecimento acerca do perfil de resisténcia das bactérias que circulam na
regido (BARCELLOS et al., 2012; TRAVERS; BARZA, 2002).

1.5 Técnicas moleculares na avaliacdo de microrganismos

A aplicacdo de técnicas moleculares em estudos epidemioldgicos e de
tipagem de microrganismos sao utilizadas para discriminar isolados néo
relacionados em um mesmo grupo epidemiolégico (FONTANA et al., 2012).

Varias metodologias tém sido utilizadas para a tipagem molecular de
microrganismos, como cariotipagem eletroforética, RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), MLEE
(Multilocus Enzyme Electrophoresis), microssatélites, MLST (Multilocus Sequence
Typing), DNA fingerprinting e PFGL (Pulse-field Gel Electrophoresis) (SOARES-
RAMOS et al.,, 2003). Cada uma delas apresenta um poder discriminatério
especifico, vantagens e desvantagens, de acordo com a facilidade de execucao
técnica, custo, requerimentos basicos relacionados a equipamentos, e qualificacdo
de recursos humanos.

A técnica de RAPD baseia-se no principio da reacao em cadeia da polimerase
(PCR — Protein Chain Reaction) e pode ser utilizada na andlise do polimorfismo
bacteriano (PAZZINI, 2010). Foi descrita pela primeira vez em 1990, sendo uma das
técnicas mais utilizadas para a diferenciagdo de microrganismos, pesquisas de
diversidade genética e resolucdo de grupos taxonémicos (WELSH; McCLELLAND,
1990), dado seu poder discriminatério e custo menor em relacdo aos outros
métodos, além de apresentar boa reprodutibilidade intralaboratorial. Além disso, é
bastante utilizada pelas suas vantagens de facilidade de execugéo e por n&o haver
necessidade do conhecimento prévio de sequéncia genética (SALEHI et al., 2008).
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Essa técnica € uma modificacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) que utiliza oligonucleotideos curtos de sequéncia aleatéria capazes de
amplificar segmentos de DNA de comprimentos variaveis (GORDON, 2010;
KONEMAM et al., 2001).

As diferengas entre o tamanho das bandas formadas e do numero de
bandas podem ser diferentes entre cepas e entre espécies de microrganismos.
Baseado nisso € possivel discriminar isolados com caracteristicas fenotipicas
semelhantes, no entanto, com caracteristicas moleculares diversas, tendo utilidade
na triagem de fatores de viruléncia, resisténcia a antimicrobianos, ou mesmo para
estudos epidemiolégicos (HOPKINS; HILTON, 2001).

Serafini, Barros e Azevedo (2002) relataram que qualquer bactéria pode ser
analisada pela RAPD sem que se tenha conhecimento prévio de seu genoma, o que
€ uma grande vantagem; por outro lado, a escolha dos primers necessita de muitos
testes até que se produzam resultados satisfatérios e a técnica seja padronizada
(MASLOW; MULLIGAN; ARBEIT, 1993).

O poder discriminatério do método varia conforme o primer e o protocolo
adotado, e sera maior quando forem utilizados dois ou mais primers na reacao
(HOPKINS; HILTON, 2001).

Estando a técnica padronizada e com os parametros estabelecidos, é
possivel caracterizar as cepas quanto a similaridade. Quando grupos sdo bem
proximos geneticamente, eles recebem a denominacdo de clusters (ABRAHAM,
2011).

Para que bons resultados sejam obtidos, é necessario que estejam
normalizadas as condic6es de amplificacdo como a temperatura de hibridizacdo dos
primers (ELLSWORTH; RITTENHOUSE; HONEYCUTT, 1993; LEVI; ROWLAND;
HARTUNG, 1993) e as variaveis envolvidas, incluindo a concentracao e a qualidade
do DNA a ser amplificado (MURALIDHARAN; WAKELAND, 1993), a concentragao
de cloreto de magnésio, a sequéncia e a concentracdo do primer utilizado (PAN et
al., 1997), a concentragcao do dNTP (STEVENS; WALL, 1997), a origem da Taq
polimerase utilizada e da presenca dos possiveis contaminantes na mesma
(MEUNIER; GRIOMONT, 1993), o termociclador e o numero de ciclos térmicos que
sera utilizado na reacdo da PCR (PENNER et al., 1993).



25

Dessa forma, € fundamental um alto nivel de padronizagéo da técnica, além
do controle interno no laboratorio, para que os dados obtidos possam ser analisados
com confiabilidade e sejam reproduziveis de forma segura (BLACK et al., 1992).

Estudos tém mostrado, pela técnica de RAPD-PCR, a diversidade
microbiana encontrada em bovinos, tanto patogénica quanto colonizante. Como
exemplo, no estudo realizado por Fontana et al. (2012) foram encontrados isolados
do género Staphylococcus spp. geneticamente idénticos em diferentes animais de
uma mesma propriedade, assim como entre isolados de vacas com mastite
subclinica e da mao do ordenhador, evidenciando uma relacdo de contaminagéo e
transferéncia cruzada entre cepas de origem animal e humana.

A técnica de RAPD, como se pode verificar, tem ampla aplicacdo e pode ser
promissora em estudos epidemiologicos, e também na compreensdo das vias de

disseminacéo e rotas de infeccao entre diferentes animais.

1.6 Controle endécrino do ciclo estral das vacas

E de suma importancia o conhecimento da fisiologia e endocrinologia do
ciclo estral das vacas, para que decisdes e ajustes possam ser feitos quanto aos
tratamentos mais adequados para cada categoria animal (MADUREIRA,
MATURANA, 2012).

O ciclo estral das vacas tem duracéo de 16 a 24 dias (média de 21 dias), e a
ovulacao de 24 a 30 horas ap0s o inicio do cio, variando de uma fémea para a outra
(HAFEZ, 1995). Compreende as modifica¢des ciclicas na fisiologia, na morfologia
dos 6rgédos genitais e também no perfil dos horménios relacionados (ANTONIOLLI,
2002) (Figura 2).

Mecanismos enddcrinos e neuroenddcrinos regulam o ciclo estral,
principalmente os hormonios hipotaldmicos, as gonadotrofinas e os esteroides,
secretados pelos ovarios (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Nesse periodo, ocorre uma cadeia
de eventos que se repetem até o impedimento da lutedlise pela gestacdo (MORAES;
SOUZA; GONSALVES, 2001).
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Figura 2 - Representacdo esquematica das variagbes na concentragédo dos principais hormonios que
regulam o ciclo estral em bovinos.
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Fonte: Embrapa Gado de Corte, Ciclo Estral.
Disponivel em: <http://old.cnpgc.embrapa.br/publicacoes/doc/doc48/03cicloestral.html>

De acordo com Antoniolli (2002), o Hormonio Liberador de Gonadotrofina
(GnRH) ¢é secretado pelo hipotdlamo através do sistema porta-hipotalamico-
hipofisario e € responsavel por controlar a sequéncia de eventos que ocorrem no
ciclo estral, estimulando a liberacdo dos hormdnios foliculo estimulante (FSH) e
luteinizante (LH), que por sua vez, estimulam o ovario a produzir ondas de
desenvolvimento folicular (SENGER, 2003) (Figura 3).

O FSH tem como principal funcéo estimular o desenvolvimento do foliculo, e
o LH atua no crescimento final deste até a ovulacédo, além de transformar o foliculo
em corpo liteo. A medida que o foliculo dominante cresce, ha uma produgdo maior
de estrdgeno, responsavel pelo comportamento do cio, e, quando as concentracdes
desse horménio atingem um limite, uma onda de GnRH é disparada, estimulando a
liberacdo do pico de LH, com consequente ovulagdo do foliculo e liberagdo do
ovocito (SENGER, 2003).

O mesmo autor cita que esse evento sO € possivel na auséncia de
progesterona (P4), que € produzida pelo CL e responsavel por inibir a onda de

GnRH; é a P4 que prepara e mantém o Utero para a prenhez.
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Figura 3 - Representacdo esquematica do sistema porta-hipotalamico-hipofisario, responsavel pelo
controle hormonal no ciclo estral de fémeas.
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7

sendo que, imediatamente apds, a parede do foliculo ovulado é colapsada e a
cavidade que se forma é invadida por linfa e sangue, provenientes dos capilares.
Esse conjunto de componentes, juntamente com as células remanescentes do
foliculo ovulado, formard o CL (MARTIN; FERREIRA, 2009).

Se a vaca nado emprenhar, ha liberagcdo de prostaglandina (PGF2a) pelo
utero, resultando na lise do corpo luteo; esta exclui o efeito inibidor da progesterona
na liberacdo da onda de GnRH, permitindo a liberacdo desse hormonio e

estimulando o pico de LH, que matura o foliculo dominante (SENGER, 2003).
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1.7 Inseminagéo Artificial em Tempo Fixo

O aumento expressivo do consumo de carne bovina no mundo todo exige
grande esfor¢co do produtor para melhorar os indicadores de eficiéncia reprodutiva e
produtiva de seus rebanhos, a taxa de desfrute e, consequentemente, o0 retorno
econdmico da atividade (FERREIRA et al., 2013).

Diante disso, houve a necessidade de se pesquisarem novas biotecnologias
capazes de atender rapidamente essa demanda, destacando-se, assim, a
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), que possibilita a inseminacéo artificial de
um grande numero de animais sem a observagdo de estro, facilitando o manejo e
otimizando tempo e mao-de-obra (CARRIJO-JUNIOR; LANGER, 2006). Essas
técnicas sdo consideradas um avanco da reproducdo animal, pois permitem
melhorias genéticas em rebanhos puros e comerciais através do uso de touros
provados (BARUSELLI, 2013).

O aprimoramento de protocolos de sincronizacdo do estro e inducédo da
ovulacdo tem sido constante, o que facilita seu uso e resulta em maiores taxas de
gestacdo na IATF (BISINOTTO; SANTOS, 2012; SA FILHO et al., 2010). Tratamento
de progesterona mais estrégeno, gonadotrofina coribénica equina (eCG) e PGF2a
possibilitam a otimizacdo da eficiéncia reprodutiva (SA FILHO et al., 2010).

Apesar de apresentar uma série de vantagens sabidamente comprovadas, a
IA vem sendo substituida gradativamente pela IATF em virtude das dificuldades
encontradas a campo, como falta de méo-de-obra qualificada, problemas logisticos
em grandes programas de IA, falhas na deteccéo de estros, custos para implantacao
do programa, ndo otimizacdo da eficiéncia reprodutiva do rebanho (PATTERSON,
2006).

Muitas sdo as vantagens do uso da IATF e, dentre elas, est4 a possibilidade
de inseminar as vacas e torna-las gestantes no inicio da estacdo de monta,
encurtando o periodo de servigco e aumentando a eficiéncia reprodutiva do rebanho
(BARUSELLI et al., 2002; MENEGHETTI; VASCONCELOS, 2008; MENEGHETTI et
al., 2009). Pegorer et al., em 2011, destacaram como uma grande vantagem da IATF
a possibilidade de uso de sémen de touros com superioridade genética comprovada.

Para sincronizar o estro e a ovulacdo, séo utilizados protocolos hormonais
(BO; CUTAIA; BARUSELLI, 2004), com o objetivo de aumentar a produtividade
(BARUSELLI et al., 2004).
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Baruselli et al. (2002); Baruselli, Reis e Marques (2004); Penteado et al.
(2005), em suas pesquisas, afirmaram a eficiéncia que o0s tratamentos com
progesterona e progestagenos apresentaram ao induzir a ciclicidade no inicio da
estacdo de monta e verificaram uma antecipacdo na gestacao resultante da IATF,
quando esta foi comparada a métodos mais tradicionais (touros ou inseminacao
convencional).

Estudos realizados recentemente mostram que as taxas de ovulacbes
sincronizadas sao superiores a 80%, e o maior desafio € aumentar a prenhez e a
manutencdo da gestagao; assim, os programas reprodutivos aplicados ao manejo
das propriedades comerciais com os protocolos de IATF visam facilitar e intensificar
a aplicacdo dessas biotecnologias, além de adequa-los aos objetivos especificos de
cada fazenda (SA FILHO, 2014).

Conforme citado por Oliveira (2012), o inseminador € fator determinante para
o resultado final da IA; diante do tamanho dos rebanhos, o uso dos protocolos de
IATF aumenta continuamente no Brasil e muitas vacas precisam ser inseminadas
em um curto periodo de tempo; dai a necessidade dos inseminadores serem mais
rapidos e eficientes.

N&o ha davidas de que os protocolos de IATF acrescentam muito para a
pecuéaria brasileira, afinal, tal biotécnica ja corresponde a mais de 50% das
inseminacdes realizadas no Brasil, tendo sido um grande contribuinte para a
reproducao animal como um todo (BARUSELLI, 2013).

1.8 Dispositivos intravaginais de progesterona

Os dispositivos intravaginais sao produzidos em matriz de silicone e
impregnados com progesterona e tém como uma das principais utilidades a
sincronizacao de estro em programas de inseminacéo artificial em bovinos; com o
intuito de reduzir custos, surgiu a alternativa de reutiliza-los, porém exigem cuidados
e devem ser estocados corretamente (GOOTTSCHALL et al.,, 2012; GUIDO et al.,
1999; MOTLOMELO; GREYLING; SCHWALBACH, 2002).

Varios autores, em diferentes situagcbes (COLAZO et al., 2007,
GOOTTSCHALL et al.,, 2012; MENEGHETTI et al.,, 2009), relataram que a

reutilizagdo de dispositivos intravaginais de P4 para sincronizagao de estro registra
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taxa de gestacdo semelhante aquela observada quando se utilizam dispositivos
Nnovos, seja para vacas leiteiras ou para vacas de corte.

Segundo BO6 et al. (2006), em muitos protocolos a P4 é associada ao
estrdgeno para sincronizar o aparecimento de uma onda folicular e a ovulacao; tal
hormbénio atua como agente luteolitico, enquanto que a progesterona inibe o
desenvolvimento do CL, ou previne a ovulacdo quando usada proxima do final do
ciclo estral. Wishart e Young (1974) afirmam que tal associacdo promove
sincronizacdo de uma nova onda folicular cerca de 4 a 5 dias ap0s sua aplicacéo.

O tratamento hormonal é importante para um programa de IATF, porém,
ainda sdo muitas as duvidas sobre as vantagens e a viabilidade da reutilizacdo de
dispositivos intravaginais de P4 (PINTO-NETO et al., 2009).

1.9 Vantagens e desvantagens da reutilizacdo de dispositivos intravaginais de

progesterona

Com o intuito de melhorar a relacdo do custo-beneficio dos protocolos de
IATF, a reutilizacdo dos dispositivos intravaginais de progesterona tornou-se uma
pratica muito comum no Brasil (ALMEIDA et al., 2006; BARUFI et al., 2002;
MOTLOMELO; GREYLING; SCHWALBACH, 2002).

Assim, uma alternativa para reduzir os custos dos protocolos € a reutilizacédo
dos dispositivos por trés vezes (ALMEIDA et al., 2006), entretanto, a concentracao
reduzida de P4 desses dispositivos pode ndo ser suficiente para sincronizar
adequadamente todas as fémeas dentro do rebanho, prejudicando as taxas de
concepcao e, consequentemente, a eficiéncia reprodutiva (SANTIN, 2013).

Alguns estudos relataram que a reutilizacdo de dispositivos intravaginais de
progesterona em vacas (MARTINS et al., 2005; NASCIMENTO et al., 2006), ovelhas
(PINNA, 2008) e cabras (ZAMBRINI et al., 2004) ndo acarretam prejuizos na taxa de
fertilidade dos animais.

J4 Herrmann e Wallace (2007) afirmaram que vacas da Raga Holandesa
estdo condicionadas a maior ocorréncia de vaginites, inclusive as de maior
gravidade, quando dispositivos séo reutilizados nos programas de IATF.

Essa reutilizagcdo pode colocar as fémeas em risco, quanto aos aspectos

sanitarios. Diante disso, alguns autores propuseram alternativas para desinfec¢éo ou
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esterilizacdo destes dispositivos quando reutilizados em bovinos, e obtiveram bons
resultados (CERRI et al., 2009; COLAZO et al., 2004; ZULUAGA; WILLIAMS, 2008).
Colazo, Kastelic e Mapletoft (2003) acrescentaram que esses procedimentos
de higienizacéo dos dispositivos contribuem para minimizar os riscos de transmissao
de doencas, entretanto, podem ocasionar perdas na concentracao de progesterona.
Dentre as doencas que podem ser transmitidas pela reutilizagdo dos
dispositivos intravaginais estdo IBR e BVD, que sdo muito preocupantes e
responsaveis por grandes perdas econdmicas; assim, pensando em eficiéncia de
manejo, logistica e biosseguranga, ha uma tendéncia cada vez maior de adeséo a
produtos de uso Unico para os programas de IATF (JUNQUEIRA; ALFIERI, 2006).

1.10 Custo-beneficio da reutilizacdo de dispositivos intravaginais de

progesterona

Muitas sdo as pesquisas voltadas para as biotecnologias em busca de
melhores indicadores produtivos, entretanto, ainda ha uma deficiéncia de trabalhos
relacionados com a real eficiéncia bioeconémica (TANURE; NABINGER, 2010).
Conhecer os custos de producdo e as vantagens de cada investimento é fator
essencial para um planejamento estratégico e diferencial para se manter no
mercado (FERREIRA; CARDOZO; LIMA, 2002).

Muitos sdo os gastos com protocolos hormonais realizados nos programas
de IATF, sendo que os dispositivos intravaginais de P4 correspondem ao maior
custo, na maioria das vezes, ndo sendo viaveis economicamente. Por esse motivo,
muitos dispositivos sdo reutilizados (MOTLOMELO; GREYLING; SCHWALBACH,
2002), no intuito de reduzir os custos e possibilitar a utilizacdo dos protocolos
(ALMEIDA et al., 2006).

O custo-beneficio da reutilizacdo de dispositivos intravaginais de P4 para a
sincronizagdo de estro em bovinos deve basear-se em fatores como: taxa de
prenhez apoés a realizacdo do programa de IATF, custo e praticidade decorrentes da
deteccéo de estro e das condi¢cdes de manejo, disponibilidade de touros para monta
natural e importancia dos dados de concepc¢ao (COLAZO et al., 2007).

Thomazi et al. (2009) enfatizaram que, apesar da redu¢éo nos custos com o
uso de dispositivos reutilizados, deve-se atentar para as doencas sexualmente

transmissiveis, cujos estudos néo estao totalmente elucidados.
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Estudos tém mostrado que a reutilizagdo do dispositivo de progesterona nao
afeta significativamente os indices de prenhez; assim, torna-se uma alternativa
tecnicamente eficiente e economicamente viavel, além de ajustar a relacdo custo-

beneficio no programa de IATF.
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CAPITULO 2 - ANALISES BACTERIOLOGICAS DE AMOSTRAS DE CONTEUDO
VULVOVAGINAL DE VACAS TRATADAS COM DISPOSITIVOS INTRAVAGINAIS
DE PROGESTERONA

RESUMO - Objetivou-se, com esse estudo, avaliar a ocorréncia de microrganismos
presentes na regido vulvovaginal de vacas que receberam dispositivos intravaginais
de progesterona durante os programas de inseminacao artificial em tempo fixo
(IATF), e correlacionar os resultados com as taxas de prenhez. As amostras foram
coletadas da regido vulvovaginal de 30 vacas de corte Guzerd e 30 vacas leiteiras
mesticas, e também dos dispositivos intravaginais, aleatoriamente. Das 120
amostras coletadas das vacas, 60 corresponderam ao periodo anterior a introducao
do dispositivo (D0) e 60 ao posterior a retirada do mesmo (D9); obteve-se 100% de
crescimento bacteriano, sendo que, na maioria das amostras, encontrou-se mais de
um isolado. No DO, o agente de maior frequéncia foi a Escherichia coli (52%), e no
D9, Proteus spp. e E.coli foram os mais encontrados (32% e 28%, respectivamente).
Em relacdo aos dispositivos intravaginais de progesterona, no DO foram isolados 37
microrganismos, sendo predominantes os do género Bacillus (35%); ja no D9 foram
isoladas 41 unidades formadoras de colonias (UFC), sendo que 36,6%
corresponderam ao Proteus spp. Para a analise do perfil antimicrobiano, realizou-se
antibiograma por difusdo do disco em agar, e foram selecionadas as vacas que nao
emprenharam apos a IATF, a titulo de tratamento futuro. Houve resisténcia de 100%
a penicilina, e sensibilidade de, aproximadamente, 90% a gentamicina, tanto para o0s
isolados obtidos das amostras das vacas de corte quanto para os obtidos das vacas
de leite. Em relacdo a taxa de prenhez, das 30 vacas de corte, 11 (36,7%) foram
diagnosticadas prenhes, sendo 4 (36,4%) tratadas com dispositivos intravaginais
reutilizados e 7 (63,6%) com dispositivos novos, que se mostraram mais eficazes.
Das 30 vacas de leite, 15 (50%) emprenharam, sendo que 8 (53,3%) foram
implantadas com dispositivos reutilizados e 7 (46,7%) com dispositivos novos, nao
havendo diferengas significativas entre as taxas de prenhez. Por se tratar de uma
pesquisa, as fémeas foram escolhidas ao acaso, e fatores como escore corporal,

manejo nutricional e sanitario ndo foram prioridade.

Palavras-chave: Bactéria, fémea, bovinos, reproducéo, dispositivos, IATF
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CHAPTER 2 - BACTERIOLOGICAL ANALYSIS OF SAMPLES OF THE
VULVOVAGINAL CONTENT OF COWS TREATED WITH INTRAVAGINAL
PROGESTERONE DEVICES

ABSTRACT - With this study, aimed to evaluate the occurrence of microorganisms
present in the vulvovaginal region of cows that received intravaginal progesterone
devices during the fixed-time artificial insemination (FTAI) programs, and correlate
the results with pregnancy rates. Samples were collected from vulvovaginal region of
30 beef cows Guzerd and 30 crossbred dairy cows, and also intravaginal devices,
randomly. Of the 120 samples of cows, 60 corresponded to the collections of the
period prior to the introduction device (D0) and 60 to the subsequent withdrawal of it
(D9); it yielded 100% of bacterial growth, whereas, in most samples, it was found
more than one isolated. In DO, the most frequent agent was Escherichia coli (52%),
and in D9, Proteus spp. and E. coli were the most frequent (32% and 28%,
respectively). Regarding intravaginal progesterone devices, in DO were isolated 37
microorganisms, being predominant those of the genus Bacillus (35%); in D9, 41
colony forming units (CFU) were isolated, of which 36.6% corresponded to Proteus
spp. For the analysis of the antimicrobial profile, susceptibility testing was performed
by diffusion agar disk, and cows that did not became pregnant after FTAI program
were selected, as a future treatment. There resistance 100% to penicillin, and
sensitivity, approximately, 90% to gentamicin, both isolates obtained from samples of
beef cows and obtained of dairy cows. Regarding pregnancy rate, the 30 beef cows,
11 (36.7%) were diagnosed pregnant, 4 (36.4%) treated with reused devices and 7
(63.6%) with new devices, which showed more effective. Of the 30 dairy cows, 15
were pregnant (50%), 8 (53.3%) were implanted with reused devices and 7 (46.7%)
with new devices, with no significant differences in pregnancy rates. Because it is a
research, females were chosen at random, and factors such as body condition,

nutritional management and health weren't priority.

Keywords: Bacteria, female, cattle, breeding, devices, FTAI
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2.1 Introducéao

A pecuaria brasileira é de importancia fundamental para o desenvolvimento
da economia do pais e, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2014), o Brasil possui mais de 212 milhdes de bovinos, sendo considerado o
maior rebanho comercial do mundo, o que lhe confere a posi¢cdo de segundo maior
produtor e primeiro exportador mundial dessa carne (CONAB, 2015).

Isso mostra que o rebanho bovino brasileiro estd em constante evolucéo e
tem apresentado melhoria continua dos seus indices zootécnicos, tornando-se cada
dia mais produtivo e eficiente, permitindo que a pecuéria brasileira seja cada vez
mais sustentavel, uma referéncia no mundo inteiro (ABIEC, 2015).

Diante dessas informacfes, faz-se cada vez mais necessario investir em
pesquisas que aperfeicoem as biotecnologias da reprodug¢do, como a inseminacao
artificial, transferéncia de embriées e producéo in vitro de embrides (GONCALVES;
FIGUEIREDO; FREITAS, 2008).

Cuidados devem ser tomados quando se utilizam protocolos hormonais como
ferramenta para aumentar os indices reprodutivos (BARTOLOMEU et al., 2003;
GONGALVES et al., 2004), pois estudos enfatizaram que h& a possibilidade de
transmissdo de doencas quando dispositivos intravaginais de progesterona séo
reutilizados em vacas, pratica comumente adotada nos programas de IATF, com o
intuito de reduzir custos (HERNANDEZ et al. , 2008).

Muitos microrganismos, considerados néo patogénicos, tém a capacidade de
produzir infeccdo e doenca, o que ndo depende somente dos fatores de viruléncia e
carga microbiana, mas também dos mecanismos de defesa do hospedeiro,
possibilitando um constante aumento na incidéncia de infec¢cbes (FINEGOLD;
WEXLER, 1988; PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 1997).

Diversos autores relataram que E. coli, Arcanobacterium pyogenes,
Fusobacterium necrophorum, Prevotella melaninogenica e espécies de Proteus sédo
patégenos uterinos conhecidos, e que estdo associados com maior inflamacdo do
endomeétrio e sinais mais graves de doenca clinica no utero (BONNETT et al.,1991;
SHELDON et al., 2002; WILLIAMS et al., 2005).

Fatores como mudancas bruscas de temperatura, nutricdo deficiente, final de

gestagéo e parto, geralmente, causam estresse aos animais e comprometem seu
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sistema imunoldgico; com isso, microrganismos considerados habituais da vagina
podem tornar-se patogénicos (KUNTZE; AURICH, 1995).

Escherichia coli, quando relacionada com as interagbes entre animais e
seres humanos, pode ser dividida em dois grupos: bactérias comensais que habitam
0 intestino grosso de homeotérmicos e que podem causar infec¢cdes em individuos
imunocomprometidos ou de maneira iatrogénica; e as patogénicas, que podem
desencadear diversos tipos de infec¢cdes e ocasionar graves perdas econémicas,
principalmente quando se trata de animais de producdo (TRABULSI; ALTERTHUM,
2005; VERONESI, 2005).

Devido a presenca de agentes com potencial infeccioso oportunista no trato
genital e as dificuldades encontradas quanto a utilizacdo correta de antimicrobianos,
€ de fundamental importancia o conhecimento da microbiota estudada, bem como a
determinacdo de sua susceptibilidade as drogas antimicrobianas, a fim de que a
terapia mais adequada seja estabelecida.

Assim, objetivou-se, com esse estudo, avaliar a ocorréncia de
microrganismos presentes na regiao vulvovaginal de vacas submetidas a tratamento
com dispositivos intravaginais de progesterona, durante o0s programas de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF), e correlacionar os resultados com as

taxas de prenhez.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Desenho do estudo

Para o estudo, foram utilizadas 60 fémeas bovinas em idade reprodutiva,
selecionadas de forma aleatdria, aparentemente sadias e participantes dos
programas de inseminacéo artificial realizados na Fazenda Conquista, localizada no
municipio de Presidente Alves, SP. Todas as vacas foram submetidas a tratamentos
hormonais com protocolos de IATF (ANEXOS A e B). Também foram feitas analises
bacteriologicas de dispositivos intravaginais impregnados com 1,0 grama de
progesterona (Sincrogest ® - Ouro Fino), escolhidos ao acaso.

O material foi coletado do contetdo vulvovaginal de 30 vacas de corte da
raca Guzera e 30 vacas leiteiras mesticas, e do conteldo presente nos dispositivos

de progesterona. No total, foram 120 amostras das fémeas bovinas, sendo 60
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coletadas antes do tratamento hormonal e 60 apds a retirada dos dispositivos;
desses, coletaram-se 30 amostras, sendo 15 de dispositivos novos e 15 de
dispositivos reutilizados.

Apoés a coleta, o material foi submetido ao cultivo bacteriano e, a partir do
isolamento das cepas, foram identificados os microrganismos. As cepas isoladas
das vacas que confirmaram auséncia de prenhez, ap0s o tratamento com o0s
protocolos hormonais, foram avaliadas quanto a sensibilidade aos antimicrobianos.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) -
UFU, sob o numero 129/14 (ANEXO C).

2.2.2 Coleta das amostras

As coletas foram realizadas entre os meses de outubro de 2014 a maio de
2015, durante os programas de IATF, conforme a rotina da fazenda, que realiza tal
atividade mensalmente, alternando os rebanhos de corte e leite.

Higienizou-se a regido vulvar com papel toalha, e um auxiliar manteve
abertos os labios vulvares da fémea para a realizacdo das coletas; com o auxilio de
swab estéril, posteriormente mantido em meio de transporte Stuart, foram feitos
movimentos de rotacdo, visando obter maior quantidade possivel de material para
analise (Figura 1). O conteudo dos dispositivos intravaginais de progesterona foi
coletado da mesma forma, no intuito de pesquisar os microrganismos neles
presentes.

Apés, as amostras foram armazenadas sob refrigeracdo, por um periodo
maximo de 24 horas, até serem encaminhadas ao Laboratério de Doencas
Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), onde foram
processadas.

Todos os dispositivos que foram reutilizados passaram, anteriormente, por
um processo manual de lavagem com agua corrente fria para remocédo de muco e
outras estruturas. Em seguida, para a desinfeccao, foram imersos em solucao de
cloreto de aménio (CB-30 TA ® - Ouro Fino) diluido na proporc¢do 1:2000 (10 ml do
produto em 20 litros de éagua). Apos, foram colocados para secar a sombra,
embalados em saco plastico e armazenados sob refrigeragdo, para conservar a

integridade do produto, até sua reutilizacéo.
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Figura 1: Coleta de amostra de contelddo vulvovaginal de vaca, com auxilio de swab estéril, para
analise microbiolégica.

Fonte: Arquivo pessoal (2015)

2.2.3 Anélises microbioldgicas

Para o isolamento e identificagdo dos microrganismos, realizou-se cultura
convencional.

Assim que chegaram ao laboratério, as amostras foram armazenadas em
caldo contendo BHI (Brain Heart Infusion, Himedia®), e incubadas em estufa
bacteriol6gica a 37°C por 24 horas (OPLUSTIL et al., 2004). Apos esse periodo, pela
técnica de esgotamento em placa, semeou-se uma al¢cada da amostra em Placas de
Petri contendo agar-sangue (Kasvi®) e outra alcada em placa de 4gar MacConkey
(Himedia®), incubando-as novamente em estufa, conforme descrito acima.
Passadas 24 horas, cada placa foi analisada individualmente, podendo-se observar
0 crescimento de uma ou mais colonias (Figura 2). Os procedimentos foram

realizados em capela de fluxo laminar.
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Figura 2: Crescimento bacteriano de amostras de contetdo vulvovaginal de vacas. 2a - Formacéao de
colénia em agar-sangue. 2b - Formacao de colénia em agar MacConkey.

Fonte: Arquivo pessoal (2015)

Assim, para identificacdo de bactérias Gram-positivas e/ou Gram-negativas,
as colénias foram submetidas a analise morfocelular por Coloracdo de Gram
(OPLUSTIL et al., 2004), com o kit da Newprov®, contendo solucbes de corante
Violeta Genciana, Fucsina, fixador Lugol e descorante a base de alcool-acetona,
sendo o procedimento efetuado de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A fim de identificar os microrganismos que nao foram isolados e
identificados, dilui-se a colénia em solucdo salina 0,85% e, pela técnica de
esgotamento, semeou-a em placas contendo agares especificos, como manitol
salgado, CLED, XLD, que foram incubadas em estufa a 37°C/24h.

Para a identificagdo de cocos Gram-positivos, realizou-se o teste da
Catalase a partir do agar-sangue, segundo Oplustil et al. (2004). Em relacdo as
bactérias Gram-negativas, a identificacdo foi realizada a partir do 4gar MacConkey,
e cada colonia foi testada com o Kit comercial de Meio de Rugai com Lisina da
Newprov® (Tabela 1), analisado conforme as recomendacdes do fabricante.

Para a conservacao dos isolados, ap0s sua identificacdo, as amostras com
crescimento bacteriano foram semeadas em microtubos estéreis de polipropileno,

contendo caldo BHI (Himedia®) enriquecido com glicerol a 20% e mantidas em
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ultrafreezer a -80°C (MACHADO et al., 2010), para futuros estudos. A manipulagao
foi realizada com muito cuidado para evitar o risco de contaminagao.

Tabela 1: Meios de cultura* e provas bioquimicas usadas para identificacdo das espécies de
enterobactérias lactose positiva.

Meio de Cultura*  Provas Bioquimicas Reacdo Positiva

Reacdo negativa

Desaminacao do

Cor verde garrafa no Cor marrom no apice do
L-triptofano apice do tubo tubo

Fermentacéo da Cor amarela no apice Mantém-se a cor original
sacarose do tubo

do meio (verde azulada)
no 4pice do tubo

Fermentacéo da Cor amarela Mantém-se a cor original
glicose na base do tubo do meio na base do tubo

Producéo de gés Formacéo de bolhas Mantém-se integro
e/ou arrebentamento

do meio

Rugai Hidrélise da ureia

Cor azul intensa na Mantém-se a cor
base do tubo original do meio
(verde azulada)
na base do tubo

Producéo de gas Cor negra na base do Mantém-se a cor
sulfidrico tubo

original do meio
(verde azulada)
na base do tubo

Descarboxilagéo da

Qualquer cor diferente Cor amarela intensa no
Lisina do amarelo fundo do tubo
Moatilidade Turvacao do meio, Crescimento apenas
gualguer crescimento na picada
além da picada

Producéo do Indol Anel vermelho N&o se desenvolve
(Reativo de Kovacs) coloracdo no reagente
* Kit para identificacdo de enterobactérias (Newprov®)
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2.2.4 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana

Apos a identificacdo de todos os microrganismos, procedeu-se a realizacao
dos testes de sensibilidade in vitro aos antimicrobianos, segundo o método de
difusdo do disco em &gar, de Kirby-Bauer (BAUER et al.,1966), apenas para as
amostras das vacas do programa de IATF que ndo emprenharam.

Para esse teste, as colbnias foram diluidas em um tubo contendo 5 ml de
solucéo salina estéril contendo cloreto de sodio (NaCl a 0,85%), até obter turbidez
compativel & densidade 0,5 da escala padrédo de McFarland. Em seguida, a
suspensao foi inoculada, com auxilio de swab estéril, em placas de Mueller Hinton
(Himedia®), que permaneceram entreabertas por aproximadamente 5 al0 minutos,
a temperatura ambiente, até a absorcdo completa do inéculo pelo agar antes da
aplicacao dos discos.

Foram testados o0s seguintes antibidticos: sulfazotrim (SUT 25 pg),
gentamicina (GEN 10 pg), penicilina (PEN 10 U), tetraciclina (TET 30 ug), doxiciclina
(DOX 30 pug), enrofloxacina (ENO 5 pg), azitromicina (AZI 15 pg), eritromicina (ERI
15 pg), todos da Laborclin®. Os discos foram distribuidos, simetricamente, nas
placas, e essas foram incubadas em aerobiose a 37°C.

Os procedimentos acima descritos foram realizados em capela de fluxo
laminar, ambiente totalmente estéril.

A leitura das placas foi feita apés 24 horas, medindo-se o diametro (em
milimetros) de cada halo de inibicdo formado em tornos dos discos. Os resultados
obtidos foram interpretados conforme especificacdo do protocolo recomendado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013) sendo 0s microrganismos
classificados como sensivel (S), intermediario (I) ou resistente (R) ao antimicrobiano

testado.
2.2.5 Anéalise dos resultados

Para o calculo amostral, utilizou-se o Intervalo de Confianca da Prevaléncia,

segundo a formula: A = 1,96 x —V’i/(%_p) ,comA=5%¢ep=10%.
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Os resultados foram tabulados e submetidos a estatistica descritiva. A
frequéncia dos isolados encontrados e a andlise do perfil antimicrobiano foram

calculadas por porcentagem simples.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Frequéncia de microrganismos na regiao vulvovaginal de vacas

Das 60 vacas, foram coletadas 120 amostras (antes da introducéo e depois
da retirada dos dispositivos) e, apdés a analise, obteve-se 100% (120/120) de
crescimento bacteriano, sendo que, na maioria das amostras, encontrou-se mais de
um isolado. Foram obtidos 202 isolados no total das culturas bacteriolégicas.

Desses, 102 foram provenientes de amostras coletadas da regido
vulvovaginal das vacas antes que essas fossem implantadas, e 100 resultaram da
analise das amostras coletadas apds a retirada dos dispositivos intravaginais de
progesterona. No dia 0 (DO), antes da colocacéo dos dispositivos, 0 agente de maior
frequéncia nas culturas foi a Escherichia coli (52%), e no dia 9 (D9), ap6s sua
retirada, Proteus spp e E.coli foram os isolados mais encontrados (32% e 28%,
respectivamente). Em ambas as situa¢Bes, outros microrganismos também foram
isolados, porém em menor frequéncia (Tabela 2).

Na literatura consultada, sdo escassas as citacdes a respeito de bactérias
encontradas em conteddo vulvovaginal de vacas e em dispositivos intravaginais de
progesterona.

Oliveira, em 1995, relatou que Escherichia coli esta entre os microrganismos
considerados habitantes da vulva; Kuntze e Aurich, no mesmo ano, afirmaram que
as enterobactérias que predominam na vagina e vulva sdo oriundas do trato
gastrintestinal e podem causar processos infecciosos; tais informac¢des contribuem
para os resultados encontrados neste trabalho.

Em contrapartida, Miller et al. (1983) e Ahmed, Sabry, Zaki (1998)
consideram Mycoplasma  bovis, M. bovigenitalium e Ureaplasma diversum os
patdgenos de maior importédncia para o trato genital, entretanto, no Brasil, a
pesquisa dessas espécies em bovinos € pouco frequente, e nesse estudo nao foi
observada a ocorréncia de nenhuma delas, sendo necessarios meios de cultura

especificos.
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Tabela 2: Distribuicdo dos microrganismos isolados de contetdo vulvovaginal de vacas de corte e
leite antes da introducéo dos dispositivos intravaginais de progesterona e ap0ds sua retirada.

Microrganismos Antes daintroducéo dos ApOs aretirada dos
dispositivos (Dia 0) dispositivos (Dia 9)
N (%) N (%)
Escherichia coli 53 (52,0) 28 (28,0)
Staphylococcus spp 21 (20,6) 19 (19,0)
Bacillus spp 11 (10,8) 13 (13,0)
Citrobacter sp 08 (7,8) 06 (6,0)
Streptococcus spp 04 (3,9) 02 (2,0)
Proteus spp 03 (2,94) 32 (32,0)
Bacilos corineiformes 02 (1,96) 00 (00)
Total 102 (100,0) 100 (100,0)

Ao que se refere as coletas de contetdo vulvovaginal antes da insercéo dos
dispositivos intravaginais de P4, quando as vacas nado tiveram nenhum contato
prévio com 0s mesmos, notou-se alta frequéncia de E. coli (52%).

Assim, sabendo-se que € uma bactéria habitual do trato gastrintestinal dos
animais, que quando eliminada nas fezes pode contaminar o ambiente e se
disseminar, e que h&a a possibilidade de infec¢cdes oportunistas quando localizada
extra intestinalmente, como no trato urinario (QUINN et al., 1994), pode-se supor que
a E.coli teve sua origem na prépria microbiota das vacas ou devido ao contato da
vulva com urina e fezes do animal.

Os resultados obtidos nesse trabalho foram diferentes dos achados por
Manes et al. (2010), que encontraram 90% de bactérias Gram-positivas, entre elas
Bacilllus sp., Staphylococcus sp. e Corynebacterium sp, antes de inserir 0s
dispositivos intravaginais de progesterona em ovelhas.

Fischer-Tenhagen, von Krueger e Heuwieser (2012), ao analisarem novilhas
holandesas que receberam dispositivos intravaginais de P4, encontraram coliformes
e Streptococcus spp. em 64% das amostras de swabs vaginais.

Cesca e Braganca (2015) relataram que agentes do género Bacillus sp.
predominaram nas amostras do contetdo vaginal de ovelhas coletadas no momento

prévio a colocacdo dos dispositivos novos, com 93,3% de positividade, enquanto
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que, antes de inserir os dispositivos reutilizados, Staphylococcus sp. foi 0 género
mais encontrado (80%).

Os resultados desse estudo foram diferentes dos obtidos por Vasconcelos et
al. (2016), que, ao pesquisarem bactérias em ovelhas, encontraram Staphylococcus
spp em 68,2% das amostras vaginais no periodo anterior a inser¢cao dos dispositivos
intravaginais de P4.

Em relacdo aos resultados das coletas realizadas apos a retirada dos
dispositivos, houve contato de vulva e vagina com os mesmos, podendo E.coli e
Proteus spp. serem naturais da microbiota ou os dispositivos estarem previamente
contaminados, sendo carreadores de patdgenos para o interior dos 6rgaos. Segundo
Lazaro et al. (1999), as espécies do género Proteus estdo muito difundidas no
ambiente e envolvidas em infec¢cbes oportunistas extra intestinais.

Em um estudo com ovelhas, ap0s a retirada de dispositivos intravaginais
contendo progesterona e derivados, Manes et al. (2010) encontraram 79% de
bactérias Gram-negativas, sendo E.coli a mais frequente.

Arcanobacterium pyogenes, coliformes e Streptococcus spp. foram os
agentes mais isolados a partir dos swabs vaginais de novilhas (96%), apés a retirada
dos dispositivos intravaginais de progesterona (FISCHER-TENHAGEN; VON
KRUEGER ; HEUWIESER, 2012).

No momento da retirada dos dispositivos novos, Cesca e Braganca (2015)
verificaram agentes Gram-negativos em 100% das amostras, sendo a maioria
pertencente ao género das Enterobactérias; jA na retirada dos dispositivos
reutilizados, Gram-negativos e positivos equilibraram.

Vasconcelos et al. (2016) relataram sinais clinicos de vaginite em todas as
ovelhas ap6s a remocao do dispositivo, sendo que os isolados predominantes
pertenciam ao grupo dos coliformes, principalmente Escherichia coli (72,7%), valor
muito superior quando comparado ao encontrado nesse estudo.

Peltier et al. (2012), em uma pesquisa feita com mulheres, consideraram que
diversas bactérias sdo responsaveis por causarem infecgcbes em membranas fetais,
dentre elas a E.coli, destacando-se a presenca de lipopolissacarideos (LPS) em sua
membrana, que sao responsaveis pela indugcao da resposta inflamatoria.

Esses resultados sdo importantes para os achados da pesquisa em fémeas

bovinas, ja que E.coli foi encontrada em grande quantidade, alertando-se para a
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possibilidade de ser uma das causas de problemas reprodutivos, podendo induzir
infeccdes que refletirdo em prejuizos para as taxas de prenhez.

Tal microrganismo tem sido relatado como um agente oportunista de vaginite
bacteriana em ruminantes (MARTINS et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013; PADULA,
MACMILLAN, 2006; SARGISON et al., 2007; SHELDON et al., 2008).

Vale citar a pesquisa de Krohn et al. (1997) que relataram a colonizag&o por
E. coli em mulheres, fortemente associada ao parto prematuro, indicando a
necessidade de tratar gravidas que tém tal microrganismo no trato genital.

Uma alternativa interessante seria a antibioticoterapia para as vacas
diagnosticadas com E.coli, com excecdo das que estiverem em lactacao (para evitar
prejuizos com o descarte de leite), no intuito de prevenir infec¢cdes bacterianas e
evitar possiveis problemas reprodutivos.

De acordo com o programa de IATF adotado pela propriedade desse estudo,
quando as vacas sdo diagnosticadas vazias apos a IA, elas retornam ao programa
30 dias depois, mediante avaliacdo ginecoldgica; quando estdo prenhes, 60 dias
pos-parto, em média, ja podem participar do programa novamente.

Diante disso, € importante atentar-se para 0s patdégenos que podem
aparecer, visto que E. coli é considerado o principal contaminante nos primeiros dias
pés-parto (WILLIAMS et al., 2007), podendo permanecer por um tempo, e ela foi a
bactéria encontrada em alta frequéncia, antes mesmo de iniciar um novo protocolo

hormonal.

2.3.2 Frequéncia de microrganismos em dispositivos intravaginais de

progesterona

Dos 30 dispositivos analisados, 15 eram reutilizados e 15 eram novos, sendo
gue 07 eram de vacas de corte e 08 de vacas leiteiras, para ambas as situacdes
(reutilizados e novos). Obteve-se crescimento bacteriano em 27/30 (90%).

Considerando o periodo anterior a introducdo e o posterior a retirada dos
dispositivos, foram obtidos 37 e 41 isolados, respectivamente. Bacillus spp (35%) foi
0 género mais encontrado antes da introducéo dos dispositivos nas vacas, e Proteus
spp (36,6%) foi 0 de maior ocorréncia apoés a retirada dos mesmos (Tabela 3), assim

como observado nas coletas do conteudo vulvovaginal.
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Tabela 3: Distribuicdo dos microrganismos isolados de dispositivos intravaginais novos e reutilizados
nos periodos anterior a sua introdugéo e posterior a sua retirada.

Microrganismos Antes daintroducéo dos ApOs aretirada dos
dispositivos (Dia 0) dispositivos (Dia 9)
N (%) N (%)
Bacillus spp 13 (35,0) 05 (12,2)
Staphylococcus spp 11 (29,7) 06 (14,6)
Escherichia coli 05 (13,5) 08 (19,5)
Proteus spp 02 (5,5) 15 (36,6)
Enterobacter sp 02 (5,5) 00 (00,0)
Streptococcus spp 01 (2,7) 01 (2,5)
Citrobacter sp 01 (2,7) 06 (14,6)
Klebsiella sp 01 (2,7) 00 (00,0)
Salmonella sp 01 (2,7) 00 (00,0)
Total 37 (100,0) 41 (100,0)

Baseando-se nos resultados obtidos das coletas dos dispositivos de
progesterona reutilizados, antes de serem implantados nas vacas, foram isoladas 21
bactérias, sendo Bacillus spp (33,3%), Staphylococcus spp (28,5%) e E.coli (23,8%)
as de maiores frequéncias, e apos nove dias, quando retirados, 15 isolados foram
encontrados, sendo Proteus spp (66,67%) o de maior ocorréncia (Tabela 4).

Assim, a presenca dessas bactérias pode ser explicada pelo descrito por
Sheldon et al. (2008) e Petit et al. (2009), que consideram Staphylococcus spp e
Bacillus spp como possiveis isolados de fémeas saudaveis; muitos sdo o0s
microrganismos oportunistas presentes no ambiente e entre eles esta a Escherichia
coli (PINTO, 2009).

A ocorréncia de Proteus pode ser justificada por sua presencga no contetudo
vulvovaginal das vacas nesse mesmo momento (pés-retirada dos dispositivos), ja
descrito anteriormente. E considerado habitante normal do intestino do homem e dos

animais, mas também é encontrado no ambiente e alimentos (LAZARO et al., 1999).



62

Tabela 4: Distribuicdo dos microrganismos isolados de dispositivos intravaginais reutilizados nos
periodos anterior a sua introducao e posterior a sua retirada.

Microrganismos Antes daintroducéo dos ApOs aretirada dos
dispositivos (Dia 0) dispositivos (Dia 9)
N (%) N (%)
Bacillus spp 07 (33,3) 00 (00,0)
Staphylococcus spp 06 (28,5) 01 (6,65)
Escherichia coli 05 (23,8) 01 (6,65)
Enterobacter sp 01 (4,8) 00 (00,0)
Citrobacter sp 01 (4,8) 03 (20,0)
Salmonella sp 01 (4,8) 00 (00,0)
Proteus spp 00 (00,0) 10 (66,7)
Total 21 (100,0) 15 (100,0)

Dos dispositivos novos, foram isolados 16 microrganismos antes do inicio do
tratamento hormonal, sendo Bacillus spp (37,5%) e Staphylococcus spp (31,25%) os
de maiores frequéncias. Apds a retirada dos dispositivos novos, 26 bactérias foram
encontradas, sendo E.coli (27%) a de maior ocorréncia (Tabela 5).

A contaminacdo de bactérias do género Bacillus sp pode advir do contato
direto ou indireto com solo e poeiras (MAIESKI, 2011), além da &agua, podendo
permanecer viavel durante longos periodos no ambiente e nos alimentos, devido a
sua capacidade para formar esporos resistentes a condi¢cdes severas (BHUNIA,
2007; RAJKOWSKI; BENNETT, 2003).

Raddi, Leite e Mendoncga (1998) observaram maior frequéncia de bactérias
do género Staphylococcus nas maos de pessoas (41,7%), fato explicado por
Lowburg (1982), Woodroffe e Shaw (1978), que associaram a proliferacdo de
bactérias ao fator umidade, sendo que tais microrganismos podem se estabelecer
como residentes da microbiota das maos de pessoas, especialmente as que tém
contato persistente com agua. O encontrado no estudo é justificado por tais relatos,
uma vez que uma higienizagao inadequada das maos e luvas pode ter contaminado

os dispositivos antes que eles fossem colocados nas vacas.
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Tabela 5: Distribuicdo dos microrganismos isolados de dispositivos intravaginais novos nos periodos
anterior a sua introducéo e posterior a sua retirada.

Microrganismos Antes daintroducéo dos ApOs aretirada dos
dispositivos (Dia 0) dispositivos (Dia 9)
N (%) N (%)
Bacillus spp 06 (37,5) 05 (19,2)
Staphylococcus spp 05 (31,25) 05 (19,2)
Escherichia coli 00 (00,0) 07 (27,0)
Proteus spp 02 (12,5) 05 (19,2)
Enterobacter sp 01 (6,25) 00 (00,0)
Citrobacter sp 01 (6,25) 03 (11,6)
Salmonella sp 01 (6,25) 00 (00,0)
Streptococcus spp 00 (00,0) 01 (3,8)
Total 16 (100,0) 26 (100,0)

Como nao houve nenhum contato prévio dos dispositivos novos com as
vacas, 0s resultados sugerem que essas bactérias tiveram origem no ambiente ou
pela manipulagéo, causando a contaminacao dos dispositivos, uma vez que foi feita
analise dos mesmos em ambiente estéril e eles se apresentaram livres de
microrganismaos.

Em um experimento realizado por Rocha et al. (2004), de um total de 60
amostras cérvico-vaginais analisadas, 27,72% foram Escherichia coli, resultados
semelhantes aos encontrados nas culturas dos dispositivos ap0s sua retirada, o que
pode ser associado ao contato dos dispositivos com vulva e vagina, sendo E.coli

natural da microbiota vulvovaginal.

2.3.3 Perfil antimicrobiano

Para a analise do perfil antimicrobiano, foram realizados 55 testes de
sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), a partir dos isolados do contetudo
vulvovaginal das vacas que ndo emprenharam apés o programa de IATF, a titulo de

tratamento futuro.
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Os resultados mostraram resisténcia de 100% a penicilina e sensibilidade
de, aproximadamente, 90% a gentamicina, tanto para os isolados obtidos das
amostras das vacas de corte quanto para os obtidos das amostras das vacas de
leite (Tabela 6).

Tabela 6: Perfil antimicrobiano de microrganismos isolados do contetido vulvovaginal de vacas de
corte e leite da Fazenda Conquista, Presidente Alves, SP.

Antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente
N (%) N (%) N (%)
Gentamicina (10 pg) 49 (89,1) 05 (9,1) 01(1,8)
Doxiciclina (30 pug) 26 (47,3) 07 (12,7) 22 (40,0)
Enrofloxacina (5 ug) 18 (37,2) 25 (45,5) 12 (21,8)
Sulfazotrim (25 pg) 12 (21,8) 01 (1,8) 42 (76,4)
Azitromicina (15 pg) 04 (7,3) 15 (27,3) 36 (65,5)
Tetraciclina (30 pg) 04 (7,3) 03 (5,5) 48 (87,3)
Eritromicina (15 pg) 00 (00,0) 01 (1,8) 54 (98,2)
Penicilina (10 U) 00 (00,0) 00 (00,0) 55 (100,0)

N: nimero de isolados; %: porcentagem referente ao total em cada item.

Apoés a aplicacdo do protocolo hormonal, as bactérias mais frequentes nas
vacas que nao emprenharam foram Proteus e E.coli, com percentuais de 32,7% e
27,3%, respectivamente. Ambas apresentaram maior sensibilidade a gentamicina,
100% e 73,3%, nessa ordem (Tabela 7), e 100% de resisténcia a penicilina.

Oluoch et al. (2001), ao analisarem 674 cepas de E. coli isoladas de diversas
infeccbes em cdes, incluindo o trato geniturinario, observaram que 90,7% dos
isolados apresentaram sensibilidade a gentamicina; os resultados encontrados neste
estudo (73,3%) foram inferiores ao descrito por esses autores.

Diferentemente, em um estudo recente feito com ovelhas, Escherichia coli
apresentou maior sensibilidade a sulfametazina, enrofloxacina e doxiciclina (92,9%),
e 0 género Staphylococcus apresentou melhor sensibilidade a doxiciclina e
enrofloxacina com percentuais de 93,8% e 90,6%, respectivamente (SILVA et. al,
2011), o que nao foi corroborado por este atual estudo, sendo que esse mesmo

género apresentou maior sensibilidade a gentamicina (80%) e, para doxiciclina e

enrofloxacina, os valores foram 50% e 40%, respectivamente.
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Tabela 7: Perfil de sensibilidade das cepas isoladas de conteddo vulvovaginal de vacas de corte e
leite da Fazenda Conquista, Presidente Alves, SP, que ndo emprenharam apos a retirada dos
dispositivos intravaginais de progesterona.

Isolados (N) GEN DOX ENO  SUT AZl TET ERI PEN

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Proteus spp 18 100,0 16,7 55,6 111 5,5 0,0 0,0 0,0
E.coli 15 73,3 66,7 40,0 26,7 6,7 13,3 0,0 0,0

Staphylococcus spp 10 80,0 50,0 40,0 40,0 0,0 10,0 0,0 0,0

Bacillus spp 6 100,0 66,7 50,0 0,0 33,3 0,0 0,0 0,0
Citrobacter sp 4 100,0 25,0 50,0 25,0 0,0 25,0 0,0 0,0
Streptococcus spp 2 100,0 100,0 0,0 50,0 0,0 0,0 0,0 0,0

N: numero de isolados; %: porcentagem de isolados sensiveis

O presente estudo parece ser o primeiro relato no qual Proteus foi 0 género
de maior frequéncia isolado de conteddo vulvovaginal de vacas que nao
emprenharam apoés a retirada dos dispositivos de progesterona, tendo apresentado
100% de sensibilidade a gentamicina.

Andrade et al. (2005) também encontraram maiores percentuais de
sensibilidade a gentamicina para tratamentos de problemas reprodutivos em
rebanhos de bovinos.

O percentual de amostras resistentes a penicilina, provavelmente, tem
relacdo com uso indiscriminado e inadequado de antibiéticos, que geralmente
acontece sem a determinacdo da susceptibilidade dos microrganismos frente as
drogas (CARDOSO; COSTA; SILVA, 2000; SILVA, BRAGA; COSTA, 1999).

A baixa sensibilidade dos microrganismos frente a penicilina ja foi
demonstrada por outros autores (FREITAS et al.,, 2005; FTHENAKIS, 1998;
MACHADO; CORREA; MARIN, 2008; RIEDNER et al., 1987).

Jacob et al. (2002) avaliaram a susceptibilidade de bactérias isoladas
de swab uterino e da fossa clitoriana de éguas e observaram que as bactérias Gram-
negativas foram totalmente resistentes a penicilina, sendo os achados deste estudo

semelhantes aos descritos por esses autores.
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Quando ha resisténcia a trés classes de antimicrobianos, pelo menos, as
cepas sao consideradas multirresistentes, o0 que € muito preocupante,
principalmente quando aparecem em bactérias Gram-negativas (POOLE, 2004).

A tabela 8 demonstra a frequéncia de resisténcia antimicrobiana. Pode-se
observar que 100% das cepas isoladas apresentaram resisténcia a pelo menos trés
classes de antimicrobianos.

Tabela 8: Perfil de resisténcia das cepas isoladas de conteldo vulvovaginal de vacas de corte e leite

da Fazenda Conquista, Presidente Alves, SP, que ndo emprenharam apos a retirada dos dispositivos
intravaginais de progesterona.

Isolados (N) GEN DOX ENO SUT AZI TET ERI PEN

(GO RN CO R C1) B CL) B C1) B C) B CO B (1)
Proteus spp 18 00 778 00 833 890 1000 100,0 100,
E.coli 15 133 266 333 733 400 867 1000 1000

Staphylococcus spp 10 10,0 30,0 30,0 60,0 60,0 90,0 100,0 100,0

Bacillus spp 6 0,0 0,0 16,7 100,0 66,7 100,0 83,3 100,0
Citrobacter sp 4 0,0 50,0 25,0 750 750 75,0 100,0 100,0
Streptococcus spp 2 0,0 0,0 100,0 50,0 50,0 50,0 100,0 100,0

N: nimero de isolados; %: porcentagem de isolados resistentes

7

A resisténcia simultinea a varios tipos de antibiético é considerada
relativamente rara (FALLON et al., 2003); assim, as infec¢des tendem a responder
cada vez menos a terapéutica, resultando em tratamentos mais longos, com custos
mais elevados, e maior risco de morte; dessa forma, seu controle € um desafio para
todos os profissionais de saude (CASTANHEIRA, 2013).

Por mais que ainda seja muito escassa a literatura sobre o potencial
zoondtico de bactérias multirresistentes e impactos que podem causar, tanto na
Medicina Humana quanto na Veterinaria (PORTNER; JOHNSON, 2010;
WOODFORD et al.,, 2014), é preocupante a presenca dessa multirresisténcia
encontrada nesta pesquisa, uma vez que pode desencadear dificuldades na terapia.

Vista a dificuldade de acesso a laboratdrios de microbiologia veterinaria, a
escolha dos antimicrobianos geralmente é feita com base na experiéncia

profissional, no apelo comercial ou no custo de determinados produtos, entretanto,
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diante dos resultados encontrados e do que ja foi relatado em literaturas anteriores,
a terapia das diferentes patologias deve fundamentar-se em testes de sensibilidade
antimicrobiana (RIBEIRO et al., 2006), ser mais criterioso e cauteloso quanto ao uso
de antimicrobianos, a fim de diminuir a resisténcia aos farmacos e obter mais
sucesso nos tratamentos.

Em quadros infecciosos associados a bactérias multirresistentes, a escolha
de antibiéticos carbapenémicos € priorizada por serem estes mais eficazes no
tratamento, sobretudo para as enterobactérias (LEVINSON; JAWETZ, 1998).

2.3.4 Correlagdo dos dispositivos reutilizados e novos com as taxas de

prenhez

A analise dos resultados mostrou que das 30 vacas de corte, 11 foram
diagnosticadas prenhes (36,7%), sendo 4 (36,4%) tratadas com dispositivos
reutilizados e 7 (63,6%) com dispositivos novos. Em relacdo as 30 vacas de leite, 15
apresentaram-se prenhes (50%), sendo que 8 (53,3%) foram implantadas com
dispositivos reutilizados e 7 (46,7%) com dispositivos novos (Tabela 9).

Tabela 9: Correlacdo dos dispositivos intravaginais de progesterona reutilizados e novos com as
taxas de prenhez de vacas de corte Guzera e de vacas leiteiras mesticas.

Animais Total Prenhes Taxa de prenhez (%) Taxa de prenhez (%)
(%) Dispositivos Dispositivos
reutilizados (N) novos (N)
Vacas de corte 30 11 (36,7) 36,4 (4) 63,6 (7)

Vacas de leite 30 15 (50,0) 53,3 (8) 46,7 (7)

(N): n° de animais prenhes

As taxas de prenhez resultantes dos programas de IATF adotados pela
fazenda estdo dentro do aceitavel, quando comparadas a média nacional que varia
de 25 a 70% (BORGES; FERREIRA; SIQUEIRA, 2008). Em uma pesquisa realizada
por Branddo (2012), a taxa de prenhez, quando se utilizou “Shang” (desmame

temporario), foi de 55,6%, valor superior ao encontrado para as vacas de corte
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desse trabalho (36,7%), cujo protocolo foi semelhante; quando foi utilizado o
hormoénio eCG, a taxa de gestacdo foi de 59%, valor préximo ao obtido para as
vacas de leite (50%).

Os resultados encontrados nesse estudo, referentes as taxas de prenhez a
partir dos dispositivos novos, foram superiores aos descritos por Barufi et al. (2002)
e Valentim (2004), que relataram 28,8% e 25,81% de gestagcdo; ja para 0s
dispositivos reutilizados, os resultados obtidos para as vacas de corte (36,4%)
aproximaram-se dos encontrados por aqueles autores (38,7% e 42,11%,
respectivamente), enquanto que para as vacas de leite foram superiores (53,3%).

As taxas de gestacao registradas neste trabalho foram bastante inferiores as
encontradas por Baruselli et al. (2006) e Peixoto Junior; Ulian (2007), que
reutilizaram dispositivo intravaginal e obtiveram indices de fertilidade de 76% para
novilhas e 75% de fertilidade em fémeas de corte, respectivamente, justificando a
reutilizacdo do dispositivo e afirmando que ndo ha diminuicdo na taxa de prenhez.

Os resultados obtidos, neste estudo, para as vacas de corte com dispositivos
reutilizados (36,4%) foram semelhantes aos encontrados por Chesta et al. (2005)
que reportaram taxas de prenhez igual a 37,7%, em fémeas Hereford; j4 paras as
vacas de leite, foram superiores (53,3%); quando foram utilizados dispositivos
novos, esses autores encontraram taxa de prenhez igual a 53,2%, valor inferior ao
encontrado paras as vacas de corte (63,6%) e superior ao obtido para as vacas de
leite (46,7%) nesta pesquisa.

Varios relatos tém mostrado que, quando os dispositivos sao higienizados
corretamente, sua reutilizacdo apresenta taxas de gestacdo semelhantes aquelas
observadas quando se utilizam dispositivos novos, seja em bovinos de leite ou de
corte (BARTOLOMEU et al., 2003; RODRIGUES et al., 2009). Nesse estudo, esses
relatos corroboram com os resultados obtidos em vacas de leite; em vacas de corte,
pode-se observar uma diferenca nas taxas de prenhez, sendo maior para 0S
dispositivos novos.

Mesmo com os relatos de diferentes pesquisadores (BARTOLOMEU et al.,
2003; COLAZO et al.,, 2007; RODRIGUES et al., 2009; VALENTIM, 2004) sobre
reutilizacdo dos dispositivos intravaginais de progesterona, informando que esta
pratica ndo afeta significativamente os indices de prenhez e € economicamente
vidvel, deve-se atentar para o fato de que a reutilizacdo desses dispositivos veicula

microrganismos e facilita a transmissdo de doencas, como vaginites e outras



69

infecgbes do trato reprodutivo, colocando em risco a saude dos animais (curto e
longo prazo), podendo diminuir o tempo de vida produtiva destes.

A temperatura ambiente no Brasil também favorece a manutencdo e
multiplicacdo de microrganismos, mesmo colocando os dispositivos sob refrigeracao.
Tempo, mao de obra e agentes desinfetantes também s&o gastos na limpeza dos
dispositivos que serao utilizados novamente.

Uma alternativa seria o uso de luvas estéreis, uma boa higienizacdo das
maos do manipulador, do aplicador de dispositivos, dos proprios dispositivos, a
substituicdo do desinfetante, além de cuidados no momento de armazenar 0s
dispositivos, a fim de manter o ambiente de armazenamento o mais estéril possivel.

Os dispositivos intravaginais de progesterona de uso Unico tém apresentado
resultados satisfatorios, com relacdo custo-beneficio favoravel e taxa de prenhez
dentro da média nacional. Um estudo utilizando progestdgeno monodose em
novilhas registrou taxa de prenhez de 43% com a IATF (BONATO et al., 2015).

E.coli, apesar de ser uma bactéria que habita a microbiota intestinal dos
bovinos, considerada tipicamente ndo patogénica, € um agente que apresenta
fatores de viruléncia capazes de desenvolver doencas intestinais e extraintestinais,
como infec¢des no trato geniturinario, meningites e septicemias (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004).

Assim, uma hipétese que ndo pode ser descartada nesse trabalho é a
infectividade da E.coli, visto que uma infeccdo bacteriana no trato genital pode ter

sido um dos motivos da auséncia de prenhez em muitas vacas.

2.4 Conclusao

Com o estudo, pode-se observar que ndo ha um perfil padronizado de
bactérias no conteddo vulvovaginal de vacas submetidas a protocolo hormonal
reprodutivo, nos dispositivos novos e nos reutilizados. Dai, a importancia de se
conhecer 0s microrganismos mais comumente encontrados na microbiota
vulvovaginal de vacas, visto que infec¢des genitais tém grandes reflexos no que
tange a reproducdo da espécie. Quanto a sensibilidade a antimicrobianos, €&
importante ressaltar que a gentamicina deve ser o antibidtico de escolha, caso se
julgue necessaria a terapia em algum caso de utilizacdo de dispositivo intravaginal

de progesterona.
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CAPITULO 3 - VARIABILIDADE GENETICA ENTRE ISOLADOS DE Escherichia
coli PROVENIENTES DE AMOSTRAS VULVOVAGINAIS DE VACAS TRATADAS
COM DISPOSITIVOS INTRAVAGINAIS DE PROGESTERONA

RESUMO: Objetivou-se, com esse estudo, analisar a similaridade entre isolados de
Escherichia coli realizada pela técnica Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-
PCR), sendo a presenca de E.coli e a auséncia de prenhez os critérios de sele¢céo
utilizados para vacas de corte e leite. Foram selecionados 38 isolados de E. coli de
amostras vulvovaginais de vacas que nao emprenharam apos a inseminacao
artificial em tempo fixo (IATF). Esses isolados foram analisados pela RAPD-PCR, e
observou-se similaridade genética entre cepas oriundas do mesmo lote, com mesma
aptidao e identificadas na mesma coleta, e também similaridade entre isolados de
diferentes lotes, aptiddes e coletas, sugerindo que as estirpes tiveram,
provavelmente, a mesma fonte, podendo existir uma relacdo de contaminacdo dos
dispositivos intravaginais e dos aplicadores dos mesmos, devido falhas na
higienizacdo, ndo podendo descartar a possibilidade de transferéncia cruzada,
partindo da ideia de que o ser humano pode ter sido o carreador de bactérias e que
a cepa permaneceu circulante no ambiente. O estudo ressaltou a importancia da E.
coli na microbiota vulvovaginal de vacas e a presenca de caracteres fenotipicos e

genotipicos dessa bactéria em possiveis problemas reprodutivos.

Palavras-chave: Vacas, microbiota vulvovaginal, progesterona, variabilidade
genética, RAPD
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CHAPTER 3 - GENETIC VARIABILITY BETWEEN Escherichia coli ISOLATED
FROM VULVOVAGINAL SAMPLES FROM TREATED COWS WITH
INTRAVAGINAL PROGESTERONE DEVICES

ABSTRACT - With this study, aimed to analyze the similarity among isolates of
Escherichia coli using the technique Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD -
PCR), the presence of E. coli and the absence of pregnancy were the selection
criteria used for beef and dairy cows. 38 isolates were selected E. coli vulvovaginal
samples from cows that did not became pregnant after fixed-time artificial
insemination (FTAI). These isolates were analyzed by RAPD -PCR , and observed
genetic similarity observed genetic similarity between strains derived from the same
batch, with same fithess and identified in the same collection, and also similarity
between isolates from different lots, skills and collections, suggesting that the strains
had, probably, the same source, may be a contamination rate of intravaginal devices
and devices applicators because of failures in hygiene, can not rule out the possibility
of cross transfer, based on the idea that humans may have been the carrier of
bacteria and the strain remained circulating in environment. The study stressed the
importance of E. coli in vulvovaginal microbiota of cows and the presence of
phenotypic and genotypic characters of this bacterium on possible reproductive

problems.

Keywords: Cows, vulvovaginal microbiota, progesterone, genetic variability, RAPD
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3.1 Introducéao

As bactérias que causam infec¢do no trato reprodutor de bovinos incluem
uma variedade de espécies, sendo Escherichia coli uma das mais frequentes,
especialmente porque faz parte da microbiota do trato gastrintestinal (BONDURANT,
1999).

A técnica de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR) estuda a
diversidade genética e € util na pesquisa de relacdes de similaridade entre diferentes
cepas, auxiliando na compreensdo dos aspectos biolégicos, como fatores de
viruléncia relacionados a patogenicidade, e de aspectos epidemiologicos de diversos
agentes infecciosos (BARRET et al., 1994; DAVIS et al., 2003; EWERS et al., 2005).

E utilizada para a tipagem molecular de bactérias de varias espécies e
origens (SAHILAH et al., 2010), e é capaz de discriminar o perfil filogenético de
estirpes de origem humana (VOGEL et al., 2000) e de animais (ARAUJO; DE
ANGELLIS; AZEVEDO, 2004; CHANSIRIPORNCHAI et al., 2001; FONTANA et al.,
2012; GOMES et al., 2005; SALEHI et al., 2008; SOARES-RAMOS et al., 2003).

O principio da RAPD-PCR baseia-se no fato de diferentes individuos
produzirem diferentes perfis de fragmentos de amplificacdo, sendo que esses
fragmentos produzidos com primers aleatorios tém identificado segmentos
especificos do DNA, diferenciando os perfis genotipicos (BOREM; dos SANTOS,
2002). A automatizacdo do processo e a pequena quantidade de DNA requerida
também séo vantagens dessa técnica (THORMANN; OSBORN, 1992).

Dispositivos intravaginais de progesterona sdo frequentemente utilizados
para a inducdo do estro ou sincronizagao, e sao cruciais para a inseminacao artificial
em tempo fixo (AMIRIDIS; CSEH, 2012). No entanto, quando esses dispositivos sao
removidos, sinais clinicos de vaginite podem ser observados (PENNA et al., 2013) e,
assim, desencadear infeccdes uterinas, com possivel diminuicdo na taxa de prenhez
(VASCONCELOS et al., 2016).

O efeito dos hormoénios, bem como a presenca dos dispositivos, pode
predispor os animais a infec¢cdes (MANES et al., 2010;. PENNA et al., 2013.), que
muitas vezes sdo decorrentes da proliferacdo da microbiota local (MANES et al.,
2010).
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Objetivou-se, com esse estudo, analisar a similaridade genética de isolados
de Escherichia coli, oriundos de vacas de corte e de leite ndo prenhes, pela técnica
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR).

3.2 Material e Métodos

Foram analisados 38 isolados de E. coli obtidos de amostras vulvovaginais
de vacas de corte e de leite. As amostras, previamente armazenadas em BHI-
glicerol, foram retiradas do ultrafreezer (-80°C) e mantidas em temperatura ambiente
até seu total descongelamento. Em seguida, foram semeadas em placas de Petri
contendo agar-sangue (Kasvi®), permanecendo em estufa bacteriolégica a 37°C por
24 horas. A partir desse &gar, trés a cinco colénias puras de E. coli foram
selecionadas, inoculadas em tubos contendo 5 ml de caldo BHI (Himedia®), e
incubadas novamente em estufa, conforme descrito acima.

A andlise molecular foi realizada no Laboratério de Doencas
Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia, pela técnica de RAPD-
PCR.

Para a extracdo do DNA, foi utilizado o kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega®), e os procedimentos foram realizados de acordo com as
orientacdes do fabricante, com algumas adaptacoes.

A partir da cultura em caldo, homogeneizada, 1,0 ml foi transferido para
microtubos estéreis, identificados e centrifugados em centrifuga refrigerada
(Eppendorf® Centrifuge 5804R) a 13000 x g por 2 minutos para peletizar as células.

O sobrenadante foi descartado e, ao pellet, foram adicionados 600 pl da
solucdo de lise (Nuclei Lysis Solution®). A mistura foi agitada e incubada no
termobloco a 80°C por 5 minutos para lisar as células; apos, foi mantida em
temperatura ambiente. Foram adicionados 3ul de solucdo de RNAase, e a mistura
foi incubada por 60 minutos a 37°C, em banho-maria; apds, foi mantida em
temperatura ambiente.

Na sequéncia, foram acrescentados 200 ul da Protein Preciptation
Solution®, e essa mistura foi homogeneizada, sendo mantida em centrifuga
refrigerada por 5 minutos. As amostras foram centrifugadas a 13000 x g por 3
minutos e o sobrenadante contendo o DNA foi transferido para microtubos estéreis
com 600 pl de &lcool etilico, que foram gentilmente misturados por inversado, até se

obter DNA na forma de massa visivel. As amostras foram centrifugadas novamente
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a 13000 x g por 2 minutos e o sobrenadante foi, cuidadosamente, descartado.
Foram adicionados 600 ul de etanol 70% e o contetudo dos tubos foi homogeneizado
por inversdo, varias vezes, para lavar o pellet; em seguida, foram centrifugados a
13000 x g por 2 minutos e o etanol foi descartado.

O excesso foi drenado em papel absorvente e os tubos foram armazenados
em estufa a 37°C por 15 minutos. Em seguida, foram adicionados 50 pl da solugao
de reidratacdo do DNA (DNA Rehydratation Solution®) aos microtubos, e esses
foram mantidos overnight, na geladeira, a 4°C. Ao final, o DNA foi armazenado a 2-
8°C.

A quantificacdo do DNA foi feita através do aparelho Biodrop (Biochrom®)
em comprimento de onda de 260nm, observando sempre a relacdo 260/280 a fim de
verificar a integridade do DNA (relacdo entre 1,8-2,0).

Os primers 1247 e 1290, descritos na Tabela 1, foram utilizados na reacéo
de RAPD para os isolados de fémeas bovinas de diferentes aptiddes (corte e leite).
O material genético da cepa de E. coli (ATCC 25922), cedida gentilmente pelo
Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada-UFU, foi usada como controle positivo
em todas as reacdes de amplificacdo. Para o controle negativo, utilizou-se agua milli
Q estéril adicionada a mistura de reacdo, em substituicdo ao DNA.

Tabela 1: Primers utilizados para analise, por RAPD-PCR, de 38 cepas de E.coli isoladas de
conteddo vulvovaginal de vacas de corte e leite submetidas a tratamentos com dispositivos

intravaginais de progesterona.

Primers Sequéncia b > 3’
1247 AAGAGCCCG
1290 GTGGATGCGA

Fonte: Hopkins e Hilton (2001)

O volume final utilizado para a amplificagdo foi de 25 pl, constituido por 1pl
da solucao de DNA bacteriano a 20ng e pelas seguintes quantidades dos reagentes:
2,5 pl de tampao 10x (200 mM de Tris-HCI; 500 mM de KCI); 1,5 yl de MgCl2 (50
mM); 1,25 uyl de primer (40 picomoles); 0,75 pl de desoxinucleotideotrifosfatado (10
mM de cada DNTP); 0,25 ul de platinum Tag DNA polimerase a 1,25 U (Invitrogen®)
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e agua milli Q estéril (17,75 pl). Cada iniciador foi utilizado separadamente nas
reagOes, e essas foram feitas em duplicata.

A amplificagdo foi realizada no aparelho termociclador Select Cycler
(Bioproducts®), baseando-se no seguinte protocolo: 1 ciclo inicial a 94°C por 4,5
minutos; 5 ciclos de amplificacdo com 3 etapas: 94°C por 30 segundos, 22°C por 1
minuto, 72°C por 2 minutos; 35 ciclos de amplificacdo, constituidos de 3 etapas:
94°C por 30 segundos, 28°C por 30 segundos, 72°C por 3 minutos, e 1 ciclo final de
72°C por 5 minutos (HOPKINS; HILTON, 2001).

Os produtos amplificados (10 pl) foram submetidos a corridas eletroforéticas
em gel de agarose a 1,5% (Agargen®), utilizando o tampéao de corrida TBE 5X
concentrado, preparado com Tris-Base (54 @), acido bdrico (27,83 g), EDTA (3,725
g) e agua destilada estéril (1000 ml), corado com 4 ul de solugdo SYBR® Safe DNA
gel stain (Invitrogen®).

O gel de agarose foi colocado ainda liquido em uma bandeja, e 0s pentes
apropriados formaram as canaletas; solidificou-se e foi depositado em uma cuba de
acrilico preenchida com tampdo TBE, onde as amostras foram aplicadas. Apoés
aproximadamente 120 minutos de corrida a 100W de poténcia, 80V de voltagem e
80 mA de corrente elétrica, os géis de agarose foram visualizados sob luz UV, no
fotodocumentador (Loccus Biotecnologia®). Como padrdo de peso molecular foi
utilizado o marcador de 100 pares de bases (Norgen®).

Para verificar a relacdo genética entre os isolados de E. coli, tomou-se por
base o protocolo descrito por Hopkins e Hilton (2001), com modificacdes. Os dois
primers foram utilizados simultaneamente para a constru¢cdo do dendrograma. Os
agrupamentos (clusters) identificados com similaridade superior a 85% foram
considerados como pertencentes a um mesmo genotipo.

A analise computacional foi realizada no Programa Gel Compar |lI
(Comparative Analysis of Electrophoresis Patterns), versdo 1.50, Applied Maths
Korthrijk, Belgium. Foi utilizado o coeficiente de similaridade com correlagédo de
Pearson para cada primer, separadamente; adotou-se o meéetodo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean) para a construgdo do
dendrograma, e a analise final foi baseada na média de experimentos (Average from

experiments).
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3.3 Resultados e Discussao

Das 38 amostras de E.coli que foram analisadas, nenhuma apresentou
100% de similaridade com outra. A relagdo genética dos isolados para ambos o0s
primers (1247 e 1290) estd demonstrada no dendrograma (Figura 1).

Foram identificados 10 clusters com proximidade genética variando entre
85,5% e 90,8%, sendo que cada um deles agrupou dois isolados, e houve apenas
um agrupamento com trés isolados.

Os dois primeiros agrupamentos, representados pelas amostras 08 e 11, 01
e 03, nessa ordem, formaram os clusters “a” e “b”, cada um constituido por cepas
de animais diferentes, porém ambos de corte e da mesma data da coleta (lote). Os
isolados dos clusters “@” e “b” apresentaram similaridade de 87,6% e 87,1%,
respectivamente.

O cluster “c” (cepas 48 e 79) apresentou 86,7% de similaridade, sendo as
amostras oriundas de animais diferentes, de coletas e aptiddes (corte e leite)
distintas.

O cluster “d”, formado pelas amostras 83 e 89, foi 0 que apresentou maior
similaridade genética, com 90,8%; o cluster “e” (amostras 72 e 76) registrou 89% de
similiaridade; e o cluster “h”, formado pelos isolados 90 e 92, apresentou
similaridade de 86,7%. Todas as cepas foram de animais diferentes, mesma data de
coleta, e mesma aptidao leiteira.

O cluster “f” foi o unico que agrupou trés cepas, 72, 76 e 54, sendo as duas
primeiras de vacas de aptidao leiteira e mesma data de coleta, e a ultima de corte,
com similaridade de 85,5%.

As amostras 66 e 68 formaram o cluster “g” e apresentaram similaridade de

{1
|

87,5%; as amostras 60 e 63 formaram o cluster “”, com similaridade de 87,4%,

ambas do mesmo lote e aptiddo de corte.
O Jdltimo agrupamento, cluster “”, apresentou 87,1% de similaridade
genética entre as cepas 39 e 56, oriundas de animais diferentes, de coletas e

aptiddes distintas, leite e corte, respectivamente.
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Figura 1: Dendrograma de 38 isolados de E. coli oriundos de vacas de corte e de leite ndo gestantes
da Fazenda Conquista, Presidente Alves-SP, pela técnica de RAPD-PCR com os primers 1247 e
1290, utilizando a média de experimentos (average from experiments) e método UPGMA com
otimizagdo de 85%, pelo programa Gel Compar. Cluster a com 87,6% de similaridade; Cluster b com
87,1% de similaridade; Cluster ¢ com 86,7% de similaridade; Cluster d com 90,8% de similaridade;
Cluster e com 89 % de similaridade; Cluster f com 85,5% de similaridade; Cluster g com 87,5% de
similaridade; Cluster h com 86,7% de similaridade; Cluster i com 87,4% de similaridade; e Cluster j
com 87,1% de similaridade.

1247-1290 1247 1200
Amostra Coleta Aptidao
06 1 Corte
34 2 Leite
33 2 Leite
08 1 Corte
11 1 Corte
01 1 Corte
03 1 Corte
04 1 Corte
36 2 Leite
02 1 Corte
05 1 Corte
49 3 Corte
38 2 Leite
64 3 Conte
51 3 Corte
81 4 Lette
48 3 Corte
79 4 Leite
83 4 Lewte
89 4 Lette
72 4 Leite
76 4 Leite
54 3 Corte
55 3 Corte
59 3 Corte
67 3 Corte
47 3 Corte
40 2 Leite
45 2 Lente
66 3 Corte
68 3 Conte
90 4 Leite
92 4 Leite
60 3 Corte
63 3 Corte
58 3 Conte
39 2 Leite
56 3 Corte




89

Fatores como ambientes e ragas distintas podem explicar, segundo Oliveira
(2013), a diversidade genética apresentada entre os isolados de E. coli de diferentes
animais. Kuhnert, Boerlin, Frey (2000) completaram essa ideia sugerindo a
possibilidade de trocas genéticas entre as cepas e entre espécies diferentes de
bactérias.

Muitas bactérias, dessa forma, se adaptam facilmente a novos ambientes,
evoluindo por transferéncia horizontal de genes. Elas podem adquirir fatores de
viruléncia que podem estar envolvidos diretamente em infec¢bes, e também na
resisténcia antimicrobiana, e no aparecimento de diferentes clusters (DAM; DAS,
2006).

A ampla diversidade genética entre os isolados de E. coli observadas no
presente estudo € corroborada por varios estudos. David et al. (2010) relataram
consideravel diversidade genética entre 281 cepas de E. coli isoladas a partir de
bovinos, suinos, frango, equinos, caninos e felinos nos Estados Unidos, mostrando
gue essa espécie de bactéria apresenta alta variabilidade genética. Segundo os
autores, pesquisas que buscam compreender esta diversidade podem ser
importantes para relacionar viruléncia, patogenicidade, resisténcia antimicrobiana e
capacidade de disseminagéo.

Alguns estudos, ao realizarem a comparacao genotipica e fenotipica de E.
coli isoladas de diferentes sindromes, também constataram elevada similaridade
entre elas (FILHO, 2008; SMITH, FRATAMICO; GUNTHER, 2007).

Pode ocorrer disseminacdo de bactérias entre os diferentes ambientes,
humano e animal, e também entre objetos compartilhados e utilizados no manejo
desses animais, como mostram alguns relatos.

Fontana et al. (2012), por exemplo, encontraram cepas idénticas do género
Staphyloccocus spp. nos tetos de diferentes animais de uma mesma propriedade,
assim como houve semelhanca genética entre cepas oriundas da méao do
ordenhador e do animal, mostrando a variabilidade entre os isolados e também
similaridade, sugerindo relacdo de contaminacdo e transferéncia cruzada entre as
cepas de origem humana e animal.

Esses resultados podem ser comparados aos encontrados nesse trabalho
com alguns dos isolados que apresentaram alta similaridade genética, oriundos de
animais diferentes da mesma propriedade, sugerindo que, provavelmente, essas

cepas tiveram uma mesma fonte.
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Existe uma possivel relagdo de contaminacdo dos dispositivos intravaginais
de progesterona e dos aplicadores dos mesmos, devido falhas na higienizacdo, nao
podendo descartar a possibilidade de transferéncia cruzada, partindo da ideia de
que o ser humano pode ter sido o carreador de bactérias e que a cepa permaneceu
circulante no ambiente. No entanto, devido este estudo envolver bactérias
relacionadas a colonizagdo, e em numero relativamente pequeno, conclusdes
definitivas requerem novos estudos, envolvendo um nimero maior de isolados.

Muitos sdo os estudos voltados para a E. coli, seja de origem humana ou
animal, patogénica ou ndo, que envolvem a analise do perfil de resisténcia, as
caracteristicas fenotipicas de sensibilidade a diversas drogas antimicrobianas, e
deteccdo genética da resisténcia as principais classes de antimicrobianos, utilizando
ensaios moleculares de similaridade genética das cepas (CLERMONT et al., 2011;
MAYNARD et al., 2004; STENSKE et al., 2009; UNNO et al., 2011).

Entretanto, na literatura consultada, ndo foram encontradas citacOes
relacionadas ao perfil de similaridade genética em isolados de E.coli que colonizam
a mucosa vulvovaginal de vacas, como o encontrado no presente estudo.

A semelhanca entre cepas oriundas de vacas de corte e leite pode ter
acontecido devido ao manejo, pois mesmo vivendo em ambientes diferentes, 0s
dispositivos intravaginais de progesterona utilizados nos programas de IATF sdo os
mesmos, e 0 médico veterinario responsavel pelas inseminacfes também. Assim,
sugere-se que ocorreu uma contaminacdo cruzada causada pela mesma fonte de
infeccéo.

Como perspectivas futuras, pretende-se realizar outros estudos que
analisem a variabilidade genética de isolados de E.coli oriundos de vacas de corte e
leite em diversos momentos do ciclo estral, e compara-los com a diversidade dos
isolados nas condi¢des que foram realizadas no presente estudo, a fim de evidenciar
o efeito do tratamento hormonal sobre a microbiota do trato genital bovino e verificar

o perfil de sensibilidade dos isolados aos antibacterianos.

3.4 Concluséo

Diante dos resultados, conclui-se que ha uma alta diversidade genética entre
os isolados de E. coli de mucosa vulvovaginal de vacas de corte e de leite ndo

prenhes, sendo que a maioria dos isolados ndo apresentou similaridade genética. A
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semelhanca entre isolados de vacas de lotes e aptidOes distintas sugere que essas
cepas muito préximas geneticamente tiveram a mesma origem e podem ter
permanecido no ambiente entre uma coleta e outra, ou passaram a colonizar 0s

animais a partir de uma fonte comum.
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ANEXOS

ANEXO A - Protocolo utilizado no tratamento hormonal das vacas de corte Guzera

participantes do programa de Inseminacéao Artificial em Tempo Fixo

DATA HORARIO PROCEDIMENTO

DO 9h Dispositivo intravaginal de P4
(1g Sincrogest®, Ouro Fino)
+ 2 ml Benzoato de Estradiol

(Img/ml Sincrodiol®, Ouro Fino)

D7 9h 2 mlde PGF2a
(0,25 mg/ml cloprostenol —

Sincrocio®, Ouro Fino)

D9 9h Retirar o dispositivo intravaginal de P4
+ 0,5 ml de ECP
(2 mg/ml - Zoetis®, Pfizer)

RETIRAR BEZERROS

(“Shang,’)

D11 A partir das 13 h Inseminagao Artificial e

Retorno dos bezerros

Adaptado de Meneghetti; Losi; Martins Jr. (2005).
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ANEXO B - Protocolo utilizado no tratamento hormonal das vacas mesticas leiteiras

participantes do programa de Inseminagdo Artificial em Tempo Fixo

DATA HORARIO PROCEDIMENTO

DO 9h Dispositivo intravaginal de P4
(19 Sincrogest®, Ouro Fino)
+ 2 ml Benzoato de Estradiol

(Img/ml Sincrodiol®, Ouro Fino)

D7 9h 2 mlde PGF2a
(0,25 mg/ml cloprostenol —
Sincrocio®, Ouro Fino)

D9 9h Retirar o dispositivo intravaginal de P4
+ 0,5 ml de ECP
(2 mg/ml - Zoetis®, Pfizer)
+ 2 ml de eCG
(5000 Ul - Sincro eCG®, Ouro Fino)

D11 A partir das 13 h Inseminacgé&o Artificial

Adaptado de Meneghetti; Losi; Martins Jr. (2005).
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ANEXO C - Andlise Final da Comiss&o de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA)

OJ Universidade Federal de Uberlandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacao
Comissao de Etica na Utilizacao de Animais (CEUA)
Rua Ceara, S/N - Bloco 2T, sala 113 — CEP 38405-315
Campus Umuarama — Uberlandia/MG — Ramal (VoIP) 3423;
e-mail:ceua@propp.ufu.br, www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 013/15 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 129/14

Projeto Pesquisa: “Prevaléncia de microrganismos em vulva de vacas
utilizadas em programas de inseminacao artificial em tempo fixo".

Pesquisador Responsavel: Anna Monteiro Cormreia Lima.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacdo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatorio final.

SITUA(,‘}"\O: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

0OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 26 de janeiro de 2015.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU



