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RESUMO

Com o presente estudo objetivou-se identificar cepas bacterianas presentes em fundo
vaginal de vacas leiteiras na primeira semana pos-parto e avaliar a relagdo entre a presenca das
bacterias bacterias Escherichia coli e Trueperella pyogenes e o intervalo parto primeira
inseminagdo, parto concepc¢ao e porcentagem de vacas gestantes até 365 dias apds o parto.
Amostras da secregao presente no fundo vaginal de 33 vacas na primeira semana apds o parto
foram coletadas e analisadas bacteriologicamente através da técnica de isolamento. Das 33
amostras coletadas, 31 delas apresentaram crescimento bacteriano com 25 espécies diferentes
de bactérias. As duas espécies bacterianas, Escherichia coli e Trueperella pyogenes, relatadas
como agente de infec¢do uterina, foram detectadas em 84% das amostras. As vacas com mais
de 45 dias pds-parto, foram submetidas a um protocolo de inseminagao artificial em tempo fixo
(IATF) a base de estradiol e progesterona. Apos 32 dias da IATF foi realizado o diagnostico de
gestacdo por exame de ultrassonografia. As vacas vazias foram submetidas novamente ao
protocolo de IATF, até ficarem gestantes ou encerrarem a lactacdo. Foram analizados o
intervalo entre parto e a primeira IATF, o intervalo parto concepcao, a integridade vulvar e
presenga de doencgas no trato reprodutivo bem como as taxas de prenhez dos animais até 365
dias pos-parto. A presenga de Escherichia coli, Trueperella pyogenes ou ambas no fundo
vaginal de vacas na primeira semana poOs-parto aumentou o intervalo parto primeira
inseminacao de 64 para 101,67 dias, bem como o intervalo parto concepgao em até 81,33 para
143,50 dias, além de diminuir a porcentagem de vacas gestantes ao longo da lactacdo de 75 %
para 0,00%. Conclui-se que a presenga de bactérias em fundo vaginal no pds-parto afeta a

eficiéncia reprodutiva de vacas leiteiras.

Palavras-chave: bactérias, pds-parto, vacas leiteiras, eficiéncia reprodutiva



ABSTRACT

The present study aimed to identify the bacterial strains present in the vaginal tract of dairy
cows in the first week postpartum and evaluate the relation between the presence of Escherichia
coli and Trueperella pyogenes and the interval from parturition to the first insemination, from
parturition to the conception and the percentage of pregnant cows up to 365 days after calving.
Samples of vaginal discharge from 33 cows in the first week postpartum were collected and
analyzed bacteriologically using isolation techniques. Out of the 33 samples collected, 31
presented bacterial growth with 25 distinct species of bacteria. The two types of bacteria,
Escherichia coli and Trueperella pyogenes, reported as agents of uterine infection, were
detected in 84% of the samples. The cows with more than 45 days postpartum were subjected
to a Fixed-time artificial insemination (FTAI) protocol. On Day 0, an intravaginal progesterone
device was inserted concurrently with the administration of 2ml of estradiol benzoate
intramuscularly (IM). On the seventh day, 0,5mg of sodium cloprostenol was administered IM.
On the ninth, the progesterone device was removed and Img of estradiol cypionate was
administered intramuscularly. Finally, on the eleventh day of the protocol, FTAI was
performed. Pregnancy diagnoses were conducted by ultrasound examination after 32 days. The
empty cows were subjected again to the FTAI protocol until they became pregnant, or their
lactation ceased. The interval between calving and the first FTAI, calving to conception
interval, vulvar integrity, presence of reproductive diseases as well as the pregnancy rates of
the animal up to 365 days postpartum were analyzed. The presence of Escherichia coli,
Trueperella pyogenes, or both in the vaginal tract of cows during the first week postpartum
increased the interval from parturition to first insemination from 64 to 101.67 days, as well as
the interval from parturition to conception from 81.33 to 143.50 days, while decreasing the
percentage of pregnant cows throughout lactation from 75% to 0.00%. It is concluded that the
presence of bacteria in the vaginal tract postpartum affects the reproductive efficiency of dairy

COWS.

Key-words: bacteria, postpartum, dairy cows, reproductive efficiency.
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1. INTRODUCAO

Patologias como metrite, endometrite e piometra sdo causas frequentes no descarte e
subfertilidade de vacas, a contaminagao pode ocorrer em momentos distintos, durante o coito,
apods o parto € no momento da inseminacao artificial. Ademais, a gravidade e persisténcia das
enfermidades depende da carga bacteriana além da resposta do proprio animal ao
microrganismo agressor (Deori e Phookan, 2015). Outros fatores de risco podem contribuir para
o desenvolvimento de infecg¢des, tais como nutri¢ao, gestagdes gemelares e retencao de placenta

(SHELDON el al., 2008)

As infecgdes uterinas causadas por agentes bacterianos durante o periodo pos-parto sdo uma
das principais razdes para a baixa eficiéncia reprodutiva em vacas leiteiras. Embora muitas
vacas tenham defesas naturais contra esses agentes, a contaminacdo do trato genital durante
esse periodo pode ser comum (ROCHA, A. A. et al., 2006). Devido ao periodo de transi¢do
(compreendido entre o final da gestagdo e inicio da lactacdo) estressante ao que os animais estao
submetidos, além de mudancas metabodlicas e fisioldgicas, a imunossupressdo dessa fase

aumenta a suscetibilidade dos animais de contrair doengas (INGVARTSEN e MOYES, 2015).

Para Torres et al. (1994), a localizacdo vulvar pode favorecer a chegada de microrganismos a
vagina e o estabelecimento de microbiota residente normal, originada da adaptagdo de agentes
do trato gastrintestinal ao sistema genital feminino. Ja para Deori e Phookan (2015), o ambiente
uterino pds-parto se torna ideal para a proliferacdo de microrganismos, ja que ¢ quente, imido

e repleto de tecido desvitalizado.

De acordo com Pleticha et al., (2009) e Galvao et al., (2019) as vacas acometidas pela
endometrite, possuem um maior intervalo entre a primeira inseminagdo até a concepcao,
apresentando uma redu¢@o no desempenho reprodutivo e aumento na taxa de descarte. Os
problemas reprodutivos estdo entre as principais causas de elimina¢cdo de vacas em todos os
rebanhos, ocasionando grandes perdas econdmicas na pecudria. Dessa forma, identificar de
forma rapida e eficiente quais os microrganismos patogénicos envolvidos, assim como, o teste
de sensibilidade aos antimicrobianos, ¢ importante para proporcionar um tratamento adequado,

de maneira a evitar maiores perdas (ESPINOZA et al., 2016).

Por meio de 2 mecanismos diferentes as fémeas bovinas podem se defender contra

microrganismos invasores, sdo eles tolerancia e resisténcia. A tolerancia ¢ a capacidade de
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limitar a gravidade da doenc¢a induzida por uma determinada carga de patogenos, e ha
evidéncias de que a alta produgao de leite prejudica a tolerancia a doenca (Sheldon et al., 2019).
A resisténcia ¢ a capacidade de limitar a carga de patégenos e geralmente ¢ uma fungao da

imunidade (Galvao et al., 2019).

Com o presente estudo objetivou-se identificar cepas bacterianas presentes em fundo vaginal
de vacas leiteiras na primeira semana pds-parto e avaliar a relagdo entre a presenca das bactérias
Escherichia coli e Trueperella pyogenes ¢ o intervalo parto primeira inseminacdo, parto

concepgdo e porcentagem de vacas gestantes até 365 dias apds o parto.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Influéncia das infeccdes no pos-parto de vacas

Infeccdes uterinas clinicas ou subclinicas sdo dadas como causas de subfertilidade e
infertilidade, e tem efeitos como o aumento do intervalo entre os partos e maior descarte de
vacas, além das perdas produtivas com o leite e aumento de custos com mais inseminagoes

sendo realizadas (Esslemont and Kossaibati, 2002).

Animais com algum tipo de patogenia uterina s3o menos propensas a ovular o primeiro foliculo
dominante apo6s o parto bem como possuem padrdes anormais de progesterona (SHELDON el
al., 2008). A involu¢do do tutero também pode ser prejudicada pela presenga de patdogenos

associada as lesdes geradas na parede uterina durante o parto (BELL e ROBERTS, 2007).

A persisténcia de bactérias patogénicas no limen uterino de bovinos apds o parto pode resultar
em problemas de fertilidade. Isso ocorre devido a atrasos na ovulagdo, prolongamento da
atividade do corpo luteo e taxas reduzidas de concep¢ao (Sheldon e Dobson, 2004). Williams
etal. (2007) ainda demonstra em seus estudos que as concentragdes plasmaticas de progesterona
e estradiol sdo menores, bem como o tamanho do primeiro corpo luteo (CL) formado no pos-

parto.

Além de causar danos fisicos ao utero, as infec¢des uterinas também afetam a produgdo dos
hormonios hipotalamicos GnRH e hipofisarios LH (Sheldon e Dobson, 2004). Assim, a doenga
uterina em vacas nao tem efeitos apenas sobre os tecidos uterinos, como também o crescimento
do foliculo ovariano e funcionamento normal do eixo hipotdlamo-hipofise-ovario (SHELDON,

2004).
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2.2. Metrite, Endometrite e Piometra

Metrite ¢ um processo inflamatorio que acomete todas as camadas do tutero (endométrio,
submucosa, muscular e serosa) (BONDURANT, 1999). Clinicamente, ¢ caracterizada por um
atraso da involugdo uterina, contendo secrecdo vaginal purulenta e fétida de coloragdo marrom
avermelhado, pode ser associada a hipertermia (maior ou igual a 39,5° C) e ocorre geralmente
na primeira semana poOs-parto, frequentemente associada com retengdo de placenta

(SHELDON, 2004).

Endometrite clinica pode ser definida como inflamacdo do endométrio com presenca de
secrecao vaginal purulenta que ocorre geralmente 3 semanas ap6Os o parto, porém, nao apresenta
alteragdes sistémicas (LEBLANC et al., 2008). Endometrite subclinica ¢ caracterizada pelo
aumento da contagem de neutr6filos nas amostras citoldgicas coletadas de 21 até 60 dias apos
o parto (Gilbert et al., 1998 ¢ SHELDON et al., 2008) além de aumentar a incidéncia de vacas

repetindo cio (Salasel et al., 2010) e a incidéncia de mastite subclinica (Bacha e Regassa, 2010).

A piometra ¢ caracterizada por um acimulo de exsudato purulento no limen uterino bem como
distensdo desse utero, cérvix fechada além de um CL persistente, acredita-se que a continuidade
da acdo do CL, associada a atividade do hormoénio progesterona aumentada ¢ que resultam no

desenvolvimento desta enfermidade nas fémeas bovinas (SHELDON er al., 2006)

2.3. Microbioma Uterino

Dentre os mamiferos domésticos, os bovinos tém a maior taxa de incidéncia de contaminagao
uterina, com 77-93% das vacas positivas durante as primeiras 4 semanas pos-parto (Sheldon et
al., 2002c¢). Isso pode se dar pelo comprometimento das estruturas uterinas durante o parto,
além da grande exposicdo que esses animais tem ao ambiente, que possibilitam que patdogenos

alcancem o trato genital das vacas (Regassa e Noakes, 1999).

O patogeno T. pyogenese apresenta forte relacdo como o aparecimento de endometrite clinica,
porém, outros como E. coli, F. necrophorum, P. melaninogenica também sdo comumentes
observados (GALVAO et al., 2019). Além deste, varios estudos também apontam estes como
as principais bactérias causadoras de enfermidades uterinas (BONNET et al., 1991; SHELDON
et al., 2002a; WILLIAMS et al., 2005).
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Huszenicza et al. (1999) relataram, assim como Williams et al. (2005), uma maior prevaléncia
de T. pyogenese ¢ E. Coli em vacas com metrite, entretanto, uma baixa prevaléncia de F.

necrophorum.

Em contraste, E. Coli teve uma associagdo negativa a presenca de 7. pyogenes quando avaliadas
aos 14 dias pos-parto (DPP). Bonnett et al. (1993) relataram que vacas com 7. pyogenes aos 40
DPP apresentavam desempenho abaixo do esperado, fato que posteriormente foi confirmado

em outros estudos (Gilbert e Santos, 2016).

3. METODOLOGIA

3.1.Local e coleta das amostras

O estudo foi realizado entre Margo de 2023 até Abril de 2024 na Fazenda Experimental do
Gloria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Minas Gerais.

Foram coletadas amostras da secre¢dao presente no fundo vaginal de 33 vacas primiparas e
multiparas na primeira semana pos-parto, as quais foram acompanhadas durante o puerpério

para diagndéstico de metrite e até a 365 dias pds-parto para avaliagdo da eficiéncia reprodutiva.

Para a coleta, a vulva das vacas foi limpa com alcool 70%, e soro fisioldgico, e em seguida seca
com papel toalha descartavel. Os labios vulvares foram abertos e o dispositivo Metricheck,
previamente higienizado com amonia quaterndria, alcool 70% e soro fisiologico, foi inserido
no fundo da vagina da vaca para a coleta do material. O Metricheck foi removido, o material
coletado foi inserido em um tubo tipo Falcon estéril de 50 mL, devidamente identificado, que
foi transportado refrigerado logo apds a coleta para o laboratério de bacteriologia da Inata
Bioldgicos, onde foi realizado o plaqueamento, o cultivo e a identificacdo dos agentes

bacterianos.

As vacas com mais de 45 dias pos-parto, foram submetidas ao seguinte protocolo de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). No DO foi colocado o dispositivo intravaginal de
progesterona concomitante com a aplicacdo de 2 ml de benzoato de estradiol por via
intramuscular (IM), no dia 7 realizada a aplicacao de 0,5 mg de cloprostenol sodico também
IM, no nono dia o dispositivo de progesterona foi retirado e aplicado Img de ciprionato de
estradiol IM e, por fim, no décimo primeiro dia realizada a IATF. Apos 32 dias foi realizado o
diagnodstico de gestagdo por exame de ultrassonografia. As vacas vazias foram submetidas

novamente ao protocolo de IATF, até ficarem gestantes ou encerrarem a lactacao.
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3.2. Cultivo e identificacao bacteriana

No laboratorio, com o auxilio de um swab, foi feito um esfregaco do contetido coletado em um
terco das placas e depois estriado com uma alga bacteriologica. Os meios utilizados foram agar
Sangue (em duplicata) que ¢ um meio nao seletivo (utilizado para o crescimento de bactérias
em geral) e 4gar MacConkey (meio seletivo diferencial para crescimento e identificagdo das
enterobactérias). Uma das placas de agar Sangue foi incubada em jarra de anaerobiose (para
crescimento de bactérias anaerdbicas) e a outra placa de dgar sangue foi incubada em aerobiose

junto com a de agar MacConkey, todas em estufa a 37°C por 48 horas.

Apos o primeiro indculo as colonias suspeitas foram isoladas e replicadas nos seguintes meios
de cultura: agar Sangue, d4gar Macconkey e agar Chromogeénico (utilizado para o auxilio na
diferenciacdo de coldnias por diferenga de cor) e incubadas em atmosfera de acordo com a

suspeita, em estufa a 37°C por 48 horas.

A triagem das colonias apos a incubacdo foi realizada pelas caracteristicas fenotipicas nos
meios de cultura. Em dgar Sangue foi observado o tamanho, caracteristica das bordas, coloracao
e tipo de hemolise das colonias. Em dgar MacConkey observou-se a fermentagdao ou nao da
lactose. Em dgar Chormogeénico caracterizou-se de acordo com a coloragdo da coldnia. Foi feito
também testes bioquimico como teste de catalase e teste de oxidase, além das caracteristicas
morfo-tintoriais (coloragdo de Gram). Algumas suspeitas foram confirmadas por testes
bioquimicos complementares e outras foram confirmadas através de metodologia Maldi-tof,

realizada por um laboratorio terceirizado.

Para as amostras positivas para a bactéria Escherichia coli, foi realizado o teste dos fatores de
patogenicidade da E. coli enterotoxigéncia (ETEC) pela técnica da reacdo em cadeia de

polimerase (PCR), cuja analise contém nove fatores no painel multiplex.

3.3. Analise dos dados

Foi feita uma andlise descritiva do crescimento bacteriano e do tipo da bactéria isolada. E,
posteriormente foi avaliado o efeito da presenca das bactérias Escherichia coli e Trueperella
pyogenes ¢ o intervalo parto primeira inseminagdo, parto concepgdo e porcentagem de vacas

gestantes até 365 dias apos o parto.
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4. RESULTADOS

Das 33 vacas avaliadas, 26 foram submetidas ao protocolo de IATF e as 7 restantes foram
descartadas no inicio da lactacdo devido a baixa produgdo de leite. Das 26 vacas que
permaneceram em lactacdo 4 delas ndo apresentaram crescimento das bactérias Escherichia
coli e Trueperella pyogenes, 14 apresentaram crescimento de pelos uma e 8 apresentaram o
crescimento das duas na secrecdo do fundo vaginal coletado na primeira semana pds-parto.
Onze vacas ficaram gestantes até 365 dias pos-parto. Os resultados da relacdo entre o
crescimento das bactérias Escherichia coli e Trueperella pyogenes e os parametros reprodutivos

avaliados estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Efeito do crescimento de Escherichia coli e Trueperella pyogenes na amostra de
secre¢do vaginal colhida na primeira semana pos-parto no intervalo parto primeira inseminagao,

parto concepcao e porcentagem de vacas gestantes aos 365 dias pos-parto, em vacas leiteiras

mestigas.
Crescimento de Intervalo parto Intervalo parto Vacas gestantes até 365
bacteriano™® (n) primeira 1A (d) concep¢ao (d) pos-parto (%)
0(4) 64,00 81,33 75 (3/4)
1(14) 97,50 143,50 57 (8/14)
2(8) 101,67 - (0/8)

* Escherichia coli e Trueperella pyogenes

Dentre as vacas prenhas, 3 apresentaram laceragdo vaginal de grau 1 e 8 apresentaram perineo
integro e todas com secre¢do vaginal translicida. Nos animais vazios observou-se 2 vacas com
laceracdao de grau 2 e todos os outros 13 com perineo integro, entretanto, quanto a secrecao

vaginal, 2 apresentaram sinais de metrite e a restante secrecao vaginal translicida.
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5. DISCUSSAO

Nos estudos realizados por Williams et al. (2005), a Escherichia coli e Trueperella
pyogenes sao listadas como predominantes entre as bactérias isoladas do fundo vaginal de vacas
no poés-parto. Da mesma forma, Del Vecchio et al. (1994), relataram em seus estudos uma
grande prevaléncia de Trueperella pyogenes, podendo ser geralmente associada a Escherichia

coli.

Williams et al. (2005) citam a presenga de Trueperella pyogenes como uma causa para o
aumento do intervalo parto/concepcao, de forma semelhante ao presente estudo que mostrou
uma diferenca de quase 62 dias entre os animais com e sem a presen¢a da bactéria. Ribeiro et
al. (2016) reportaram a influéncia das infec¢des uterinas sobre o aumento da taxa de abates

prematuros de animais que falharam em emprenhar.

Apesar da baixa taxa de doengas no trato reprodutivo, diversos autores relatam a presenga
dos patogenos Escherichia coli e Trueperella pyogenes como principais causas de enfermidades
como metrite, endometrite ou piometra (BONNET et al., 1991 GILBERT et al. 2007,
WILLIAMS et al., 2007). Bonnet et al. (1991) confirmaram a relagcdo entre o isolamento de

Trueperella pyogenes e a inflamagao endometrial e a infertilidade em vacas.

Apesar de mais antigos, estudos realizados por Studer e Morrow (1978) mostram a relacao
entre a Escherichia coli e a ocorréncia de endometrite clinica e alteracdes histoldgicas no
endométrio. Porém, estes estudos entram em contradicdo com Bonnet et al., (1991), que ndo

encontrou rela¢do entre o aparecimento das alteragdes e a Escherichia coli.

Bicalho et al. (2012) relataram a existéncia de sinergismo entre Escherichia coli,
Trueperella pyogenes e Fusobacterium necrophorum, porém a ultima nao foi encontrada em

nenhuma das amostras isoladas neste estudo.

6. CONCLUSAO

A presenca de Escherichia coli e Trueperella pyogenes no fundo vaginal de vacas na
primeira semana poOs-parto aumenta o intervalo parto primeira insemina¢do, bem como o
intervalo parto concepcao, além de diminuir a porcentagem de vacas gestantes ao longo da

lactacdo.
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