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RESUMO

Com a expansao da bubalinocultura no Brasil, assumem importancia
o uso de técnicas como a inseminagdo artificial e a transferéncia de
embrides (TE) com o objetivo de promover o melhoramento genético.

Embora sejam tomadas severas medidas de antissepsia durante
todo o processo de colheita de embrides, essa € uma técnica invasiva com
a qual corre-se, eventualmente, o risco de se provocar uma infeccao
uterina.

O estudo teve como objetivo verificar a contaminag&o da solugao
obtida da perfusdo intra-uterina para colheita de embrides, avaliar
quantitativamente o indice de contaminacao bacteriana, observar a
susceptibilidade aos antimicrobianos e propor medidas profilaticas mais
adequadas.

Foram realizados testes com 29 amostras da solugdo de perfuséo
intra-uterina de bufalas, obtendo-se 26 culturas positivas (91%) e 3 culturas
negativas (9%).

Nas amostras cresceram um ou dois tipos de bactérias. Foram feitos
33 isolamentos bacterianos:, prevaleceu Enterobacter spp (69,70%)
seguido pelo Staphylococcus epidermidis (27,27%) € Bacillus spp (3,03%).



A incidéncia de contaminacdo bacteriana teve um valor expressivo;
em média, foram encontradas para Enterobcter spp, 3,64 x 10* unidades
formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL) e para Staphylococcus
epidermidis, a média foi de 2,90 x 10% UFC/mL.

O Enterobacter spp mostrou-se susceptivel a Amicacina
(91,30%),Cefotaxima (61,90%) e Gentamicina (56,52%), né&o foi
susceptivel a Tetraciclina (0%).

O Staphylococcus epidermidis mostrou-se susceptivel a Amicacina
(100%), Gentamicina (100%) e Norfloxacina (85,71%) e nao susceptivel
(0%) & Ampicilina, Cloranfenicol, Sulfazotrim, Tetraciclina, Eritromicina,
Oxacilina e Penicilina.

Em funcdo dos resultados obtidos, sugerem-se medidas proflaticas
mais apropriadas, utilizando-se, por exemplo, alguns dos derivados da
Acridina' por apresentarem agéo efetiva contra bactérias gram positivas e
negativas € serem livres da agao toxica ou irritante para o animal ().

Pode-se ainda, utilizar uma associagéo de antibioticos na solugao de
DPBS, com Amicacina e Gentamicina, ndo antes de um estudo sobre a

possivel toxicidade dessas drogas para o embrido.

' Rivanol.
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1.INTRODUGAO.

Nas duas ultimas décadas, a metodologia da Transferéncia de Embries (TE)
vem sendo largamente empregada em muitos paises, n&o sO objetivando o
melhoramento genético de rebanhos bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos mas,
ainda, para pesquisas em embriologia (WHITTINGHAM et al ,1972; DROST et
al. 1983; TERVIT, GOOLD, 1984; BAKER et al, 1989; MISRA et al, 1990;
ANDERSON et al., 1991; CURTIS et al,, 1991, HAFEZ et al., 1993).

Paralelamente, desenvolveram-se também, técnicas de criopreservacéo as
quais permitiram a estocagem de embrides por longo tempo, condigéo decisiva para
sua exploracdo comercial bem como, para a preservagéo de reservas genéticas
raras e superiores (COCERO et al., 1982; LEIBO, 1983; SCHNEIDER, MAZAR,
1984; ZICARELLI, 1994; DOCHI et al., 1999).

Com o rebanho de aproximadamente 2,5 milhdes de animais, o maior do
mundo ocidental e uma taxa de crescimento anual de 12%, a bubalinocultura surge
no cenario da pecuéria brasileira como uma real possibilidade de produgdo de
alimentos (NASCIMENTO, CARVALHO, 1993).

Face ao envolvimento de matrizes bubalinas de alto valor genético no
processo da TE, é condigdo fundamental a observagéo de rigorosa assepsia na
realizacdo da técnica, para evitar infecgdes uterinas ou a contaminacéo das
estruturas coletadas, mesmo que existam procedimentos visando minimizar a
possibilidade de transmiss&o da maioria das moléstias bacterianas pela TE, como

por exemplo, pelo emprego de antibiéticos nos meios de cultivo de embrides.



Infecgbes inespecificas sdo responsaveis por sérios problemas na
reproducdo, podendo levar a infertilidade nos rebanhos, causando perdas
econdmicas significantes na pecuaria de corte e mais na pecuaria de leite, como
no caso a bubalina. (AWAD, HARIRI, 1980; DERASHI! et al., 1983).

Ainda que sejam praticados certos principios preliminares de antissepsia,
o processo de colheita representa uma ameaga em potencial para a integridade
do endométrio, predispondo o Utero aos processos infecciosos, particularmente
nessa fase do ciclo estral, na qual a colheita é realizada no 6° dia apés a
inseminacgéo artificial.

Trata-se da fase progesterbnica, que favorece a proliferacdo e o
crescimento bacteriano no utero, além de apresentar uma depressdao da
atividade imunolégica (NUNN et al., 1970; MILLER et al., 1980; FRANK et al.,
1983; VALDEPLASSCHE et al., 1984, ROBERTS et al., 1986).

As infecgBes uterinas inespecificas, em sua maioria, s&o causadas por
agentes como, Staphylococcus epidermidis, Actinomyces pyogenes,
Staphylococcus aureus, Corynebacterium spp, Escherichia coli, Enterobacter
spp, Klebsiella spp, Proteus spp, entre outros(SAGARTZ, HARDENBROOK,
1971; SHAH, DHOLAKIA, 1983, OLSON et al., 1986; FERREIRA, SA, 1987;
RIBEIRO et al., 1990; OBA et al., 1994). Portanto, reveste-se de importancia
clinica e econbmica, avaliar em que extensdo o processo de colheita de

embrides pode comprometer a condi¢do asséptica do utero.



2.OBJETIVOS.

Identificar possiveis bactérias aerdbias contaminantes em amostras do
lavado intra-uterino, obtido do processo de colheita de embribes, em matrizes
bubalinas.

Determinar a susceptibilidade dessas bactérias aos antimicrobianos.

Determinar, quantitativamente, a contaminag&o bacteriana.

Propor medidas profildticas mais adequadas e econdmicas, capazes de
minimizar a possibilidade de instalagéo de processos infecciosos do endométrio,

em funcao da introducao de um catéter intra-uterino para a colheita de embrides.



3. MATERIAL E METODOS.

3.1. Coleta das amostras.

Foram coletadas em tubos de ensaio estéreis, amostras da solucdo DPBS
(solucéo salina fosfatada tamponada segundo Dulbecco’s, pH 7 e 300 mQOs, com
10.000 Ul de penicilina G potéassica por litro e 10 mg/L de sulfato de estreptomicina),
proveniente da perfusdo intra-uterina de cada uma das 29 bufalas submetidas a um
programa de TE, durante o primeiro semestre de 1997, na Fazenda Capim Branco,
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). As amostras foram acondicionadas
em gelo e encaminhadas ao Laboratério de Doengas Infecto-contagiosas do Curso

de Medicina Veterinaria da UFU, para serem analisadas.

3.2. Técnica de Transferéncia de Embrides.

Para todas as bufalas, o processo de colheita de embrides foi efetuado no
sexto dia do ciclo estral (Dg) apos a inseminagéo, pelo método n&o cirdrgico.
Os procedimentos adotados para a realizacdo das colheitas e de avaliagao
morfolégica dos embrides foram baseados na publicagéo de DROST (1991) e seréo
descritos em seus pontos principais. A seguir, com a bufala presa em tronco de
contencdo, procedeu-se o esvaziamento do conteido fecal, seguida de uma
rigorosa higienizagdo das regides perineal e vuivar apdés o que, foi feita uma
anestesia epidural com 3 a 5 ml de Xilocaina a 2%. Um catéter tipo Foley de duas
vias, nimero 18, montado com um mandril metalico, revestido com uma camisa

sanitaria de plastico, que foi removida antes de sua penetragdo na cérvix, foi



introduzido em um dos cornos uterinos e fixado pelo baldo inflavel, préximo a
regido da bifurcagcdo uterina. Apos a retirada do mandril, acoplou-se ao catéter
um sistema de mangueiras através das quais se introduzia a solugao DPBS
adicionada de 2% de soro fetal bovino e aquecida a 37°C. O efluente foi
drenado para filtros especificos (poros de 75um). Para a lavagem do outro corno
uterino repetiu-se a manobra descrita, com um novo catéter. O volume total da

solucdo de DPBS empregado por colheita foi de 1.000 ml.

3.3. Técnica para anélise quantitativa.

Para a contagem de coldnias, foi observado o desenvolvimento das
mesmas a partir do material semeado em agar Sangue, Simples e MacConkey
usando-se solucéo de perfusdo intra-uterina néo diluida e das diluicdes, em
salina, 107 102, 10° 10* e 10° ml. Em cada meio de cultura, foi semeado 0,1
mi de cada uma das diluicdes e da amostra néo diluida.

Usando “swab” seguindo-se a semeadura em véu (KONEMAN et al.,
1989).

O volume da solugdo de DPBS foi medido no laboratério, utilizando-se
proveta na realizacdo dos Célculos Quantitativos para se chegar a uma
determinada unidade formadora de colénias/ml (UFC/ml).

Na avaliacdo do numero de colonias, utilizou-se a média aritmética
calculada a partir do nimero de coldnias presentes em cada um dos trés meios
de cultura; e esse valor foi multiplicado pela diluigdo praticada (1:10.000) e o
resultado, dividido pelo volume inicial das amostras; obtendo-se, assim, o
numero de UFC/ml.

Ap6s 24 horas, em estufa a temperatura de 37°C, fez-se a contagem das

coldnias, em cada placa, com o auxilio do contador de coldnias.

3.4. Técnica para analise qualitativa.

Para cultura foi colocado 3 ml de cada amostra em tubo de ensaio
contendo 5 ml de caldo Mueller Hinton e deixado 12 horas, em estufa & 37°C,
para enriquecimento do material. As amostras foram semeadas em agar Sangue,

Simples e MacConkey com al¢a de platina utilizando-se o estriamento por



esgotamento, para obtengdo de coldnias isoladas. Esta operacéo foi realizada
em cada meio de cultura, e depois levados para a estufa a 37°C, por 24 horas.

Depois de 24 horas, foi observado o crescimento nos meios, feito o
esfregaco das coldonias que foram coradas pela coloracédo de Gram.
(OSBALDISTON, 1975).

Apos a observagdo do microrganismo quanto a coloragéo e morfologia,
foram feitos os testes bioquimicos convencionais para a identificagao do
género/espécie dos mesmos.

Para a realizagéo das provas bioquimicas, foram utilizados os seguintes
substratos: citrato, triplice-agucar ferro (“TSI”), SIM, urease e lisina
descarboxilase (LDC) para os microrganismos Gram negativos e para os Gram

positivos, testes de coagulase e catalase.

3.5. Técnica de difusédo em gel.

O teste de difusdo em gel foi preparado utilizando-se a técnica do NCCLS
(1993). Os microrganismos foram cultivados em 5mL de TSB por 3 a 4 horas, e
as suspensdes resultantes foram diluidas em salina a 0,85%, estéril, até atingir a
turvacdo equivalente a 0,5 da escala de McFarland, que corresponde a uma
concentragdo de aproximadamente 10° unidades formadoras de colbnia por
mililitro (UFC/ml). Seguiu-se realizando a semeadura em agar Mueller-Hinton em
véu com “swab”. Os antimicrobianos utilizados foram os seguintes: amicacina,
ampicilina, gentamicina, carbenicilina, cefalotina, cloranfenicol, kanamicina,
sulfazotrim, cefotaxima, tetraciclina, cefazolina, cefoxitina, eritromicina, oxacilina,
norfloxacina e penicilina

A leitura do teste foi realizada fazendo-se a medida do halo de inibi¢éo
para cada antimicrobiano e posterirmente foram feitas as interpretagcdes quanto
a susceptibilidade ou resisténcia.

O estudo bacteriolégico citado, foi efetuado seguindo-se as técnicas de
OSBALDISTON (1975), LENETTE (1980) e MACFADDIN (1984).

Todos os dados do estudo bacteriolégico foram anotados em fichas

(Anexo).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

Observou-se uma contaminacdo bacteriana na solugéo obtida da perfuséo
intra-uterina para colheita de embrides. Das 29 amostras colhidas, 26 (91%)
apresentaram crescimento e 3 (9%) amostras n3o. (Tabela 1 e Figura 1)

Para explicar o fato de algumas amostras ndo terem apresentado
crescimento, pode-se chamar a atencdo para as seguintes hipéteses: ou a manobra
para a introdug&o do catéter no Utero, foi feita, possivelmente com menor dificuldade
e o0 risco de contaminacdo ficou diminuido, ou algumas dessas cepas foram
susceptiveis aos antimicrobianos presentes na solugdo de DPBS.

Varios autores citam a presenca de patogenos no utero de bovinos e
bubalinos, relacionados com infecgGes por partos distocicos, por puerpério alterado
com ou sem retencdo de envoltdrios fetais, por permanéncia em aguas paradas
contaminadas (habito caracteristico da espécie) ou por condicdes insuficientes de
higiene. (DESSOURY, JUNA, 1973; NARASHINA, MANNARAYANA, 1982; OHASHI
et al., 1984).

Entretanto trabalhos especificos sobre a contaminagéo pela TE, nao foram
encontrados na literatura consultada.

SHAH e DHOLAKIA (1983), em estudos feitos da microflora do muco cervical
e vaginal de bufalas, isolaram os seguintes germes: Corynebacterium pyogenes,
Corynebacterium  equi,  Corynebacterium  OVis, Listeria  monocytogenes,

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Proteus



spp, Enterobacter spp e Bacillus spp. Nestes experimentos participaram bufalas
normais, com endometrites € em anestro.

Os testes realizados neste trabalho, levaram a identificacdo de trés
géneros/espécies de microrganismo: Enterobacter spp, Staphylococcus
epidermidis e Bacillus spp (Tabela 2; Figura 2). Portanto, os germes isolados
condizem com os resultados encontrados em estudos anteriores.

Infeccbes podem ser causadas por germes banais ou germes patogénicos
anaerdbios, aerobios, esporos ou fungos que, uma vez atingindo a cavidade
uterina, ocasionam inflamacgdes da mucosa. (PAISLEY et al., 1983).

Enterobacter spp e Staphylococcus epidermidis fazem parte da flora
bacteriana sapréfita normal do trato intestinal e genital de fémeas das espécies
bubalina e bovina, e a maioria dos Bacillus spp sédo microrganismos saprofitas
prevalentes no solo, na agua, no ar e na vegetacdo. Todos estes saprdfitas, sob
determinadas condicbes, podem causar infecgdes.(EL-NAGGAR et al.,1983;
SHAH, DHOLAKIA, 1983; RIBEIRO et al.,1987; OBA et al., 1994)

Nas amostras examinadas cresceram um ou dois tipos de bactérias.
Foram feitos 33 isolamentos bacterianos, Enterobacter spp prevaleceu (69,70%)
seguido pelo Staphylococcus epidermidis (27,27%) e Bacillus spp (3,03%).
(Tabela 2; Figura 2).

Trabalhos realizados com o objetivo de determinar as bactérias presentes
na secrecéo uterina, feitos por um grupo de pesquisadores em Belém (Para),
encontraram uma alta porcentagem de espécies da familia Enterobacteriaceae,
seguidas por Staphylococcus epidermidis e Bacillus spp (RIBEIRO et al., 1986).

O presente trabalho foi realizado presumindo-se que a cavidade uterina
estivesse estéril, € as amostras coletadas foram provenientes da perfusédo intra-
uterina, o que dificulta a correlacdo com trabalhos anteriores realizados por
outros autores, por tratarem-se de metodologias diferentes.

A avaliacdo quantitativa das amostras foi feita através de contagem de
coldnias, originadas a partir do crescimento de microrganismos da diluiggo de
1:1000 (10°). Para cada microrganismo foi observado o crescimento nos

respectivos meios de cultura seletivo.



A semeadura a partir da diluigdo 10 mostrou-se mais adequada para
proceder a contagem das colonias isto porque, para esta dilui¢do, o numero de
colbnias nao ultrapassou 100 unidades e a leitura foi mais precisa.

O estudo gquantitativo das amostras foi feito para medir a incidéncia de
contaminagdo bacteriana na solugdo obtida da perfus&o intra- uterina e, isso
possibilitou estabelecer uma avaliagéo do grau de contaminagao (Tabela 3).

Enterobcter spp teve uma variagdo do indice de contaminagé@o de
0,37x10* UFC/ml a 8,33x10* UFC/ml, obtendo-se uma média (xdp) de
3,6442 14x10* UFC/ml. Portanto, nos 23 isolamentos de Enterobacter spp a
contaminagao foi de um valor expressivo.

Staphylococcus epidermidis teve uma variagédo do indice de contaminag&o
de 0,71x10* UFC/ml a 6,25x10* UFC/ml, obtendo-se uma média (+dp) de
2,90+1,63x10* UFC/ml. Observou-se que nos 9 isolamentos de Staphylococcus
epidermidis a contaminacgao, também foi efetiva.

Tanto na analise qualitativa (ldentificacdo do género/espécie) quanto na
analise quantitativa, a frequéncia de Bacillus spp nao foi expressiva.

A contaminagdo por Enterobacter spp mostrou-se mais elevada do que
por Staphylococcus epidermidis, mas ambos os indices de UFC/ml foram
relevantes.

Alguns  microrganismos  mostraram-se  susceptiveis a  certos
antimicrobianos, os quais podem ser propostos como medidas terapéuticas em
casos de infeccbes uterinas.(THORNSBERRY, HAWKINS, 1977).(Tabela 4;
Figura 4 e 5).

O Enterobacter spp foi susceptivel aos antimicrobianos, Amicacina
(91,30%); Cefotaxima (61,90),Gentamicina (56,52), teve uma susceptibilidade de
moderada a baixa a sulfazotrim (36,36%), Kanamicina (35,00%), Cefoxitina
(28,57%), Ampicilina (26,07%), Carbenicilina (21,74%), Cloranfenicol (21,74%),
Cefazolina (16,66%), Cefalotina (13,04%); nao foi susceptivel a Tetraciclina
(0%).

O Staphylococcus epidermidis foi significativamente susceptivel a
Amicacina (100%), Gentamicina (90%) e Norfloxacina (85,71%) e teve uma

susceptibilidade baixa & Cefalotina (11,11%) e ndo foi susceptivel (0%) a
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Ampicilina, Cloranfenicol, Sulfazotrim, Tetraciclina, Eritromicina, Oxacilina, e
Penicilina.

Em func@o da susceptibilidade aos antimicrobianos, pode-se observar
que os microrganismos isolados foram extremamente resistentes, dado que por
si sO, leva a expectativa de possivel patogenicidade e, gragas a isso,

desenvolver uma infecgéo permanente.
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Tabela 1 Culturas positivas e negativas da solug&o obtida da perfusao
intra uterina de bufalas, Fazenda Capim Branco/UFU, Uberlandia, MG, 1997.

CULTURAS NEGATIVAS POSITIVAS
N? NS (%) N (%)
29 3 (9) 26 (91)

9%

Positivas
W Negativas

91%

Figura 1. Culturas positivas e negativas (%) da solugdo de perfuséo intra-
uterina de bufalas.



12

Tabela 2 Frequéncia de microorganismos isolados na solucdo de

perfusao intra uterina de bufalas, Fazenda Capim Branco/UFU, Uberlandia, MG,
1997.

MICRORGANISMO N° DE ISOLAMENTO %
Enterobacter spp 23/33 69,70
Staphylococcus epidermidis 9/33 27,27
Bacillus spp 1/33 3,03

O Enterobacter spp

B Staphylococcus
epidermidis

O Bacillus spp

Porcentagem

Microrganismos

Figura 2. FreqUéncia dos microrganismos isolados.

Tabela 3 indices das unidades formadoras de coldnias (média +dp),
através do crescimento de microrganismos obtidos da perfusdo intra-uterina
para colheita de embrides em bufalas, Fazenda Capim Branco/UFU, Uberlandia,
MG, 1997.

N2 DE GENERO/ESPECIE MEIOS DE MEDIA(+dp)
ISOLOMENTOS CULTURA DAS UFC/ml
23 Enterobacter spp MACCONKEY 3,64+2,14 X 10°
9 Staphylococcus epidermidis SANGUE 2,90+1,63 X 10*

1 Bacillus spp SANGUE 2,85+0 X 10*
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Tabela 4 Susceptibilidade aos antimicrobianos das bactérias prevalentes
obtidas de perfuséo intra-uterina de bufalas, Fazenda Capim Branco/ UFU,
Uberlandia, MG,1997.

Microrganismos Enterobacter spp Staphylococcus epidermidis
\ Amostras Amostras Eficiéncia Amostras Amostras Eficiéncia
Antimicrobianos- testadas sensiveis (%) testadas sensiveis (%)
Amicacina 23 21 91,30 9 9 100,00
Ampicilina 23 6 26,07 8 0 0
Gentamicina 23 13 56,52 9 9 100,00
Carbenicilina 23 o 21,74 _ _ _
Cefalotina 23 3 13,04 9 1 11,11
Cloranfenicol 23 5 21,74 9 0 0
Kanamicina 20 7 35,00 _ _ _
Sulfazotrim 22 8 36,36 9 0 0
Cefotaxima 21 13 61,90 _ _ _
Tetraciclina 18 0 0 9 0 0
Cefazolina 12 2 16,66 _ _ _
Cefoxitina 14 4 28,57 _ _ _
Eritromicina _ _ _ 9 0 0
Oxacilina _ _ _ 9 0 0
Norfloxacina _ _ _ 7 6 85,71
Penicilina 9 0 0




@ Amicacina
M Cefotaxima

O Gentamicina
0 Sulfazotrim
[H Kanamicina
@ Cefoxitina

O Ampicilina

O Carbenicilina

Porcentagem

Cioranfenicol
B Cefazolina

B Cefalotina

O Tetraciclina

- Antimicrobianos

) Figura 4. Susceptibilidade do Enterobacter spp aos antimicrobianos.

Amicacina

M Gentamicina

O Norfloxacina

B Cefalotina

BE Ampicilina

B8 Cloranfenicot

O Sulfazotrin

Porcentagem

O Tetraciclina

B Eritromicina

[ Oxacilina

O Penicilina

- Antimicrobianos

Figura 5. Susceptibilidade do S. epidermidis aos antimicrobianos



5. CONCLUSOES.

Foram identificados os seguintes microrganismos: Enterobacter spp,
Staphylococcus epidermidis e Bacillus spp.

No estudo de susceptibilidade aos antimicrobianos, as drogas que tiveram
uma eficiéncia significativa foram: Amicacina, Cefotaxima e Gentamicina para
Enterobacter spp e Amicacina, Gentamicina e Norfloxacina para Staphylococcus
epidermidis.

Quantitativamente, a contaminagéo teve um indice elevado, tanto para
amostras contaminadas por Enferobacter spp, como para as contaminadas por
Staphylococcus epidermidis.

Deve-se realizar uma anti-sepsia mais adequada utilizando-se, por
exemplo, alguns dos derivados da Acridina’, por apresentarem agdo efetiva
contra bactérias Gram positivas e negativas e serem livres da agéo toéxica ou
irritante para o animal.

Pode-se ainda, utilizar uma associagdo de antibidticos na solucdo de
DPBS, como Amicacina e Gentamicina, ndo antes de um estudo sobre possiveis

efeitos deletérios dessas drogas para o embrido.

' Rivanol



6. ANEXO.

B CONTROLE INDIVIDUAL

Numero do Animal: crescimento Data dacolheita:
i NuUmero da amostra: da amostra 107 10
Numero | Agar MacConkey
de Agar sangue
Coldnias Agar Simples

ANALISE BACTERIANA:

_ CRESCIMENTO APOS 24h: ( anotar em qual agar houve ou ndo crescimento)

Cresceu: N&o cresceu:
- MORFOLOGIA:
Cocos: Bastonetes:

COLORACAOQ DE GRAM:
Gram positivo: Gram negativo:

IDENTIFICACAO DO MICROORGANISMO: (anotar todos os testes)

- ANALISE DO ANTIBIOGRAMA:
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