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Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar a microbiota uterina de vacas primiparas da raga Nelore durante o periodo puerperal. Foi
coletado material do utero de 15 fémeas recém-paridas, uma vez por semana, durante 60 dias. O material coletado foi inoculado em meio
de cultura, e os microrganismos foram identificados por meio de coloragdo de Gram, coloracdo Azul de Algodao e testes bioquimicos. As
amostras foram isolados Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., S.
intermedius, Bacillus spp., Actinomyces pyogenes, Sporothrix schenckii, Trichophyton verrucosum e Candida albicans, geralmente em
associagdes. Com isso, concluimos que o puerpério € um processo séptico, ¢ os agentes encontrados s30 0s mesmos que provocam a maioria
dos casos de infecgdes uterinas pos-parto. O nimero e a variagdo de microrganismos decrescem a cada semana, demonstrando o processo
natural de autodefesa do utero que ocorre quando o animal apresenta-se sadio.
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Evaluacion microbiolédgica uterina durante el puerperio de vacas Nelore primiparas

Resumen: El objetivo de este estudio fue evaluar la microbiota uterina de vacas primiparas de la raza Nelore durante el puerperio. El material
fue recogido del utero de 15 vacas que habian parido recientemente, una vez a la semana durante 60 dias. El material recogido se inoculd en
medios de cultivo y los microorganismos fueron identificados mediante las tinciones de Gram, Azul de Algodon, y por pruebas bioquimicas.
En los cultivos se aislaron Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., S.
intermedius, Bacillus spp., Actinomyces pyogenes, Sporothrix schenckii, Trichophyton verrucosum 'y Candida albicans, generalmente con
mas de un microorganismo por muestra. Se concluyé que el puerperio es un proceso séptico, y que estos agentes son la causa de la mayoria
de los casos de infecciones uterinas después del parto. El nimero y variedad de microorganismos disminuyeron cada semana, lo que
demuestra un proceso natural de autodefensa del utero cuando el animal esta sano.

Palabras clave: microorganismos, puerperio, primiparas, vacas Nelore.

Uterine microbiological assessment of primiparous nelore cows during puerperium

Abstract: 1t was aimed to evaluate the uterine microbiota of primiparous Nelore cows during the puerperal period. To 15 fifteen females
immediately parous, secretions were obtained from the uterus once a week, during sixty days. Material obtained was inoculated in culture
media, and microorganism identification was made by smears stained by the Gram method, cotton blue and biochemical tests. Microorganisms
recovered were Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, S. intermedius, Streptococcus spp,
Bacillus spp, Actinomyces pyogenes, Sporotrix schenckii, Trichophyton verrucosum and Candida albicans, generally recovering more than
one microorganism per culture, demonstrating that the puerperium is a septic process. The number and type of microorganisms decreased
every week, demonstrating the natural process of self-defense of the uterus that occurs by the end of puerperium.

Keywords: microorganism, puerperium, primiparous, Nelore cows.
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Introduccion

O Brasil € o detentor do maior rebanho bovino do mundo,
composto por cerca de 180 milhdes de cabegas [1,2]. Ao
longo da ultima década, se firmou como um grande produtor
e exportador de carne bovina [3], ¢ a pecuaria de corte
passou a representar uma das mais importantes atividades
do agronegdcio brasileiro [4].

A Dbovinocultura de corte brasileira ¢ explorada
basicamente em sistema de produgdo a pasto, sendo
representada por diversas ragas, destacando-se a Nelore,
presente em grandes areas nos estados das regides Sudeste,
Centro Oeste e¢ Norte do pais [4]. Entretanto, mesmo
estando difundida na maioria dos Estados brasileiros, €
uma atividade que ainda apresenta niveis de produgdo
muito abaixo de seu potencial [5]; e, por isso, a busca pelo
aumento da eficiéncia reprodutiva ¢ um fator fundamental
para seu crescimento [1].

As principais causas da baixa eficiéncia reprodutiva em
fémeas bovinas sdo as infecgdes uterinas provocadas por
agentes bacterianos durante o puerpério. Este periodo
compreende o intervalo que vai da expulsdo placentaria
até o retorno do organismo materno ao estado normal de
ndo gestante [6,7], e ¢ um dos mais importantes no ciclo
reprodutivo, uma vez que, durante seu curso, ocorre o
restabelecimento da fertilidade da fémea, com a completa
involugdo uterina e reinicio da fisiologia enddcrina [8]. A
demora no retorno do utero ao seu tamanho e posigdo do
pré-parto, também ¢ um fator desencadeante para infec¢des
uterinas [6]. Portanto, para que a maximizagao da eficiéncia
reprodutiva de uma fémea acontega é essencial que ocorra
a rapida restauracdo do trato reprodutivo no puerpério [9].

Todos os animais possuem naturalmente algum tipo
de defesa contra alguns patogenos, razdo pela qual a
contaminagdo do trato genital no periodo puerperal pode
ndo trazer problemas. Porém, alguns animais, podem
apresentar falhas em seus mecanismos de defesa, o que
contribui para a persisténcia de bactérias patogénicas no
trato genital ¢ favorece o desenvolvimento de infec¢des
clinicas e subclinicas [8,10] que comprometem a fertilidade
da fémea, aumentando o niumero de servigos por concepgao,
ou mesmo provocando a esterilidade [11].

Um quadro de infeccdo uterina ¢ facilmente instalado
no animal ja que a condig¢do estéril do tutero ¢ perdida
no pds-parto, uma vez que as bactérias, patogénicas ou
ndo, presentes nas fezes e pele do animal penetram via
canal do parto [10,12,13]. Ap6s o parto, as alteragdes
ocorridas no endométrio, juntamente com o fluido e debris
celulares presentes no limen uterino, promovem a rapida
multiplicag@o destas bactérias [14], ¢ por isso, em mais de
90% das vacas ¢ possivel observar contaminacdo uterina
durante duas a trés semanas apds o parto [10,13,15].
Outros fatores que agravam ainda mais esta situagao ¢ a
ocorréncia de partos distdcicos, palpa¢des vaginais, usam
de instrumentos invasivos para observacdo fetal, cesarianas
e retengdo de placenta [15].

Mesmo com a infecg¢@o uterina instalada, o processo de

involugdo do utero acontece, e ela é eliminada dentro de duas
a trés semanas, dependendo da gravidade da infeccdo [16].
Isso ocorre porque, durante o periodo puerperal, o nimero
de bactérias aumenta durante alguns dias no inicio, mas
logo decresce, conforme o progresso de involugdo do 6rgao
[10,13,17]. O quadro ¢ considerado um processo séptico,
e a eliminagdo destas bactérias ocorre normalmente pela
contragdo uterina, produgdo de substancias antibacterianas
pelo tecido uterino, fagocitose e fechamento da cérvix
[9,18].

Nos primeiros 15 dias apds o parto, 85 a 93% dos
uteros bovinos podem estar contaminados por diferentes
bactérias. Por volta do 40° dia apenas 30% dos tteros estao
contaminados, e menos de 9% apresentam esta caracteristica
entre 50 e 70 dias apds a parigdo [9].

Os microrganismos encontrados em animais com
infec¢do uterina puerperal sdo de diversos tipos, ou seja,
constituem uma flora bacteriana mista. Geralmente sao
agentes oportunistas presentes no meio ambiente que, apos
a inoculacdo e devido a fatores predisponentes, como calor
e nutrientes, se instalam e se desenvolvem rapidamente
no utero, causando infecgdo. Neste periodo, o utero esta
repleto de sangue e outros liquidos, que funcionam como
excelente meio de cultura para as bactérias. Além disso, a
inércia uterina, que ¢ favorecida pelo processo inflamatdrio,
fornece condigdes ideais para a multiplicagdo dos agentes
[16].

Trueperella pyogenes, Fusobacterium sp. € Bacterdides
sp. sdo os microrganismos mais frequentes em culturas de
material uterino durante o puerpério [9,15]. O isolamento
de T pyogenes tem sido associado a varias anormalidades,
incluindo altera¢des histoloégicas no utero bovino pds-
parto [19]. Além disso, ¢ considerado o principal patogeno
oportunista do trato reprodutivo dos bovinos [20].

A escassez de dados sobre pesquisa, avaliag@o clinica e
microbioldgica do ttero, em vacas da raga Nelore no periodo
puerperal, associado a relevancia destas informacdes
para incrementar o manejo reprodutivo, visando o melhor
desempenho da eficiéncia reprodutiva em rebanhos desta
raca, formam as bases para o desenvolvimento deste
trabalho, que teve por objetivo a avaliagdo da microbiota
uterina de vacas primiparas da raga Nelore, durante o
periodo puerperal.

Materiais e métodos

O projeto foi conduzido no Centro Zootécnico da
Universidade Camilo Castelo Branco, Campus VII -
Fazenda Santa Rita, no Municipio de Fernandopolis, Sado
Paulo.

Foram utilizadas quinze vacas primiparas Nelore LA
(Livro Aberto) recém-paridas, com idade aproximada
de dois anos e meio, identificadas por meio de brincos
numerados. Esses animais sd3o oriundos do rebanho
pertencente a universidade, criados a pasto e recebem
concentrado a base de cana triturada, caro¢o de algoddo,
farelo de milho e suplementadas com sal mineralizado. O
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pasto utilizado ¢ formado por capim Mombaga (Panicum
maximum), em sistema de pastejo rotacionado, composto
por quatro piquetes, com periodo de ocupagdo de dez dias e
descanso de 30 dias.

Os animais foram contidos em mangueiro por pessoal
capacitado, assim como manipulados posteriormente
durante a coleta das amostras.

As coletas de material do utero para avaliagdo
microbioldgica foram realizadas a cada sete dias, sendo a
primeira aos trés (+3) dias apds o parto (dpp), até 60 dpp,
¢ seguiram os seguintes passos, de acordo com protocolo
desenvolvido pelos proprios autores:

Primeiramente houve a contengdo do animal em brete,
seguindo as normas de bem-estar. Em seguida foi realizada a
limpeza da vulva ¢ introdugdo de escova ginecologica estéril
armazenada em pipeta estéril, revestida com camisinha
sanitaria, rompida apos a passagem do 1° anel cervical. Ja
no tutero, a escova ginecologica foi exposta seguida por
execugdo de movimento circular no sentido horario.

Apos a realizagdo da coleta do material, a escova foi
recolhida para o interior da pipeta e retirada do aparelho
reprodutor. Com utilizagdo de uma tesoura, a extremidade
distal da escova impregnada com o material coletado foi
cortada e armazenada em tubo de ensaio estéril e identificado
com o nimero do animal. Este material foi encaminhado
imediatamente ao laboratério de microbiologia para
inoculagdo em meio de cultura apropriado.

Os meios de cultura utilizados foram: agar tripticase soja
(TSA, Difco), agar Sabouraud (Difco), agar sangue e agar
MacConkey (Oxoid). Apds a inoculagdo, as placas foram
incubadas em estufa a 37 °C £0,5 °C durante sete dias, com
a primeira avaliagdo realizada apds 48 h da inoculagdo, para
verificacdo de crescimento de bactérias e fungos [21].

A morfologia das bactérias isoladas foi verificada por
meio da coloragdo de Gram e microscopia Optica; enquanto
os fungos foram avaliados macroscopicamente pela analise
das caracteristicas das colonias e microscopicamente
por meio da utilizagdo de laminas contendo o material
microbioldgico corado com azul de algodao.

Os isolados bacterianos foram diferenciados pela
utilizagdo de métodos bioquimicos. Para as bactérias do
género Staphylococcus spp. foram empregados os testes
de catalase e coagulase. No primeiro foi adicionada uma
gota de perdxido de hidrogénio 3% (v/v) sobre a coldnia,
¢ as bactérias catalase positivas emitiram bolhas de gas.
Para o teste de coagulase em lamina foi depositada uma
gota de plasma sanguineo em lamina de vidro sob uma
pequena quantidade de bactérias; desta forma, estafilococos
coagulase positivos coagularam o plasma [21].

As bactérias gram-negativas foram cultivadas em agar
MacConkey para obtengdo de culturas puras e posterior
identificag@o através do sistema API 20E® (Biomericux).
Para realizacdo deste teste, as colonias bacterianas foram
diluidas em solugdo de cloreto de sodio 0,8% (p/v) estéril
e 100 pL desta suspensdo foram depositados em cada cela.
O sistema foi perfeitamente vedado e incubado por 24h a
36°C £0,5 °C, quando as reagdes bioquimicas foram entdo

avaliadas e os microrganismos identificados.
Resultados e Discussio

Das amostras analisadas foram isoladas as seguintes
bactérias: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus  mirabilis, S. aureus, Streptococcus spp.,
S. intermedius, Bacillus spp. e T pyogenes. Estes
microrganismos foram identificados por meio de coloragao
de Gram e testes bioquimicos. Diversos tipos de bactérias
gram-positivas e gram-negativas podem ser isoladas do
utero no pos-parto [14]. Alguns autores relataram a presenga
de E. coli, T. pyogenes, Streptococcus spp. e Staphylococcus
spp. em utero de vacas sadias no puerpério [19,22-24]. Silva
¢ Lobato [25] analisaram amostras de conteudo uterino com
endometrite e encontraram 7. pyogenes, Streptococcus spp.,
S aureus, E. coli, Proteus spp., Bacillus spp. ¢ Bacteroides
spp.

Do género Staphylococcus foram identificadas cepas que
diferiram fenotipicamente entre si quando caracterizadas
através de provas bioquimicas. Foram observadas estirpes
alfa e beta hemoliticas quando cultivadas em meio agar
sangue, coagulase positivas e negativas, ¢ catalase positivas.
Houve predominancia de S. aureus em 66,7% ¢ 93,3% das
amostras processadas provenientes da primeira e segunda
coleta (terceiro e 10° dias pos-parto, respectivamente). Silva
¢ Lobato [25] encontraram S. aureus em amostras avaliadas
de casos de endometrite pos-parto, embora a predominancia
fosse de T. pyogenes.

As bactérias gram-negativas, E. coli, P. mirabilis, e P.
aeruginosa, foram isoladas em 53,3%, 33,3% e 20% dos
animais, respectivamente.

As culturas realizadas em agar Sabouraud apresentaram
desenvolvimento de fungos filamentosos ¢ leveduriformes.
Quantitativamente a presen¢a destes microrganismos
foi inferior ao das bactérias. Através das caracteristicas
microscopicas ¢ macroscopicas foi possivel identificar a
presenca dos fungos filamentosos Sporothrix schenckii,
Trichophyton verrucosum e leveduriformes identificados
como Candida albicans.

As bactérias do género Bacillus foram pouco frequentes
assim como o fungo 7. verrucosum isolado de um animal,
nas duas primeiras coletas.

Os isolados em associagdes foram encontrados em todas
as amostras, dentre as quais destacaram-se as de S. aureus
com S. intermedius; E. coli, P. aeruginosa, T. pyogenes e
S. schenckii; S. aureus com Streptococcus spp.; E. coli, P
mirabilis, T. pyogenes, C. albicans ¢ S. schenckii; S. aureus
com E. coli, T. pyogenese ¢ C. albicans. As associacdes
entre estas bactérias podem causar sérios problemas, pois
o sinergismo entre elas pode favorecer o crescimento e a
patogenicidade destas [13,26].

Osdados citados anteriormente sdo de extrema importancia
e demonstraram que todos os animais envolvidos no estudo
estavam propensos a desenvolver algum tipo de infecgdo
uterina puerperal, pois os microrganismos isolados sdo
os mais comumente encontrados neste tipo de patogenia.
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Alguns autores afirmaram que o0s microrganismos
isolados de animais com infec¢@o uterina puerperal sdo de
diversos tipos predominando as bactérias Streptococcus
spp., Sthaphylococcus spp., T. pyogenes, E. coli e outros
coliformes [19,27,28].

Durante todo o periodo puerperal foram detectadas
oscilagdes com relagdo ao numero de animais que
apresentavam  invasdo  uterina  pelos  diferentes
microrganismos. A frequéncia de isolamentos bacterianos
foi muito variavel, porém a diminui¢do tanto em numero,
quanto em diversidade ficou evidente com o passar dos
dias. Esta diminui¢do ou desaparecimento dos diferentes
microrganismos, observado a partir dos 35 (£3) dias pos-
parto, nos mostrou que a tendéncia no decorrer do puerpério
¢ de que o utero diminua consideravelmente sua microbiota
apo6s completa involugdo. A hipotese de que o ambiente
uterino se torne livre de bactérias foi confirmado por Jesus
[27], quando coletou material uterino de 178 fémeas bovinas
repetidoras de cio em diferentes periodos pds-parto, as quais
tinham historico de corrimento cérvico-vaginal purulento,
onde 28,18% das amostras ndo apresentaram isolamento
bacteriano.

Nas duas primeiras coletas observou-se que o utero da
maioria dos animais foi colonizado por S. aureus (93,3%)
e T pyogenes (66,7%), havendo um decréscimo na
terceira coleta. Na quarta coleta foi detectada a reinfecgdo
por S. aureus no TUtero de dois animais, mantendo-se na
amostragem seguinte. A partir da sexta coleta até o final
do experimento observou-se diminui¢do gradativa destes
microrganismos.

Foram isolados S. intermedius do material uterino em
40% dos animais apenas na primeira coleta. Com relagdo
a Streptococcus spp. verificou-se baixa frequéncia de
isolamento, variando entre 6,7% e 13,3% dos animais, até a
sexta coleta. Na figura 1 estdo apresentadas as frequéncias
de isolamentos de microrganismos encontrados no utero de
vacas no periodo puerperal.

No estudo de Willians et al. [29], E. coli, T. pyogenes,
e Proteus spp. foram as bactérias mais frequentemente
isoladas. E. coli foi isolada principalmente até sete dias
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Figura 1: Frequéncia do isolamento de bactérias presentes no titero vacas
primiparas Nelore, durante o periodo puerperal.

apos o parto ¢ precedeu 7. pyogenes, isolada principalmente
depoisde 14 dias pds-parto [29]. Estes dados sdo semelhantes
aos obtidos sobre E. coli e T. pyogenes, porém no presente
estudo a bactéria mais isolada foi S. aureus.

As bactérias gramnegativas identificadas como E. coli,
P aeruginosa ¢ P. mirabilis foram isoladas em animais
durante todo o periodo de involugdo uterina. Dentre essas,
E. coli apresentou maior ocorréncia, com percentagens que
variaram entre 53,3% na primeira coleta, 40% da segunda
a quarta coleta caindo para 20% nas ultimas coletas. As
bactérias P. aeruginosa ¢ P. mirabilis foram isoladas em
20% e 33,3%, respectivamente, com pequenas oscilagdes
durante o periodo puerperal. A presenga de E. coli no utero
apos 14 dias pos-parto esta relacionada com quadros de
metrite puerperal, sendo que as toxinas liberadas por essas
bactérias podem causar sinais clinicos sistémicos ¢ atrasar o
processo de involugdo uterina [12].

A ocorréncia do género Bacillus foi pouco expressiva ja
que a freqiiéncia de isolamentos oscilou entre 6,7% ¢ 20%
dos animais.

Com relagdo a presenca de fungos, 7. verrucosum foi
isolado do material proveniente de um animal na primeira
coleta. Da terceira a sexta coleta houve desenvolvimento
de S. schenckii em 6,7% dos animais, nas demais coletas as
culturas foram negativas para fungos filamentosos.

A freqiiéncia de isolamentos de C. albicans a partir do
material uterino proveniente da terceira coleta foi de 20%,
observando-se redugdo para 6,7% na quinta e sexta, e
mantendo-se negativo até a lltima coleta.

A tendéncia observada a partir da quinta coleta foi a dimi-
nui¢do ou desaparecimento dos diferentes microrganismos.
Alguns autores citaram que nos primeiros 15 dias apos o
parto, 85% a 93% dos tuteros bovinos podem estar conta-
minados por diferentes bactérias [18]. Por volta do 40° dia,
apenas 30% dos uteros estdo contaminados, ¢ menos de 9%
apresentam esta caracteristica entre 50 e 70 dias ap0ds a pari-
¢do [9]. Os resultados obtidos neste trabalho sdo semelhan-
tes aos citados por estes autores.

Cermeiio et al.[17],1solando microrganismos de puerpério
normal e patologico identificaram a associag@o de bactérias
aerobias e anaerobias em puerpério patoldgico, enquanto
apenas bactérias aerdbias foram observadas nos animais
que apresentaram puerpério fisiologico, evidenciando a
importancia das associagdes bacterianas e seu potencial de
acdo em uteros pds-parto. De forma semelhante, Dohmen
et al. [11] isolaram bactérias anaerdbias gramnegativas
usando cotonetes de 101 vacas com endometrite clinica ou
subclinica. Esta foi uma informagdo importante encontrada
neste estudo, pois também foram isoladas apenas bactérias
acrobias ou microaerdfilas, o que caracteriza a ocorréncia
apenas de puerpério fisiologico.

Conclusdes
De acordo com os resultados obtidos nessa pesquisa,

concluimos que:
O puerpério ¢ um processo séptico em vacas Nelore
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primiparas, pois durante este periodo o ambiente uterino
apresentou-se colonizado por bactérias e/ou fungos. Houve
substancial decréscimo da populacdo de microrganismos
durante este periodo, o que deixou evidente a agao de defesa
do proprio utero contra os microrganismos invasores.

Os principais microrganismos causadores de infecgdes
uterinas estdo presentes durante o periodo puerperal
tornando todos os animais susceptiveis a desenvolver a
enfermidade. Portanto ¢ imprescindivel que o animal esteja
em condigdes fisiolodgicas adequadas no parto para que as
defesas proprias do organismo expulsem estes agentes e
evitem o desenvolvimento da doenga.
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