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DIAGNOSTICO DE ENDOMETRITE EM VACAS REPETIDORAS DE
ESTRO PROVENIENTES DE PROGRAMAS DE TRANSFERENCIA DE
EMBRIOES

ENDOMETRITISDIAGNOSIS IN REPEAT BREEDER COWS FROM EMBRY O TRANSFER
PROGRAMS
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avdiar a técnica de lavagem uterina como método para colheita de material
bioldgico destinado a pesquisa bacteriologica, para o diagnéstico de endometrite bacteriana; e estimar se a mesma
representa uma causa significativa de falha reprodutiva em animais submetidos a colheita de embrides. Para tanto,
foram selecionadas 20 fémeas repetidoras de estro oriundas de programas de transferéncia de embrides, na auséncia de
sintomatologia clinica de afecgdes reprodutivas. As amostras dos lavados uterinos foram semeadas em sistemas de
cultivo aerdbio e anaerdbio, e o sistema API Index® de classificagdo bioquimica foi utilizado para a identificagdo das
bactérias. A técnica apresentou-se satisfatoria, permitindo a recuperagdo de bactérias da flora uterina em 80% dos
animais. Apesar de a prevaléncia de géneros bacterianos grau III ndo relacionados a endometrites (55%) ter sido
superior (p<0.05) a presenga de bactérias patogénicas grau | (20%), o isolamento de bactérias descritas como
causadoras de endometrite (grau | e Il) foi possivel em 50% dos animais avaliados, o que pode representar um
importante fator para o declinio de fertilidade nestes individuos.

PALAVRAS-CHAVE: Vacasrepetidoras de estro. Flora uterina. Cultivo bacteriol6gico. Endometrite.

SUMMARY

The aim of this work was evaluate the uterine flush as a method for biological material harvest and bacteriol ogical
isolation for endometritis diagnosis; and evaluate if subclinical endometritis represents a cause of reproductive failurein
animals submitted to embryo transfer. For that, 20 repeat breeder femaes from embryo transfer programs, without
reproductive pathol ogies symptoms, were selected for the experiment. The samples were sown in aerobic and anaerobic
culture systems. Identification of isolated microorganisms was performed with APl Index® classification system. The
technique presented satisfactory results, alowing recovery of aerobic and anaerobic bacteria recognized as being part of
uterine flora in 80% of the animals. Even if the presence of bacteria level 111 that are not normally associated with
endometritis (55%) was superior (p<0.05) to pathogenic bacteria level | (20%), the isolation of bacteria that causes
endometritis (level | and 11) was carried out in 50% of the animals, and that might represent an important fertility
decline factor.
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INTRODUCAO

A fémea repetidora de estro é definida por ndo se
tornar gestante apods trés ou mais servigos associados a
estro verdadeiro, na auséncia de anormalidades
detectaveis (ZEMJANIS, 1980). Em grandes rebanhos,
fatores intrinsecos do animal como metrites,
endometrites, cervicites e vaginites contribuem para
30% das causas de repeticao de estro. Em sistemas
intensivos de produgio, entretanto, o monitoramento da
deteccido do estro, a qualidade do sémen e a técnica de
inseminagao artificial sdo bem conduzidos, ¢ a falha na
concepcdo se deve principalmente aos fatores
intrinsecos dos animais, incluindo infec¢des uterinas
(KUNZ et dl., 2002).

A endometrite subclinica caracteriza-se pela
auséncia de descarga vaginal e alteragdes vaginais ao
exame clinico, tratando-se, portanto, de uma afec¢ao de
dificil diagnostico pela auséncia de achados clinicos e
laboratoriais especificos (ECKERT et al., 2004). A
inflamagdo do endométrio reduz o desempenho
reprodutivo do animal, e traz como consegiiéncia o
aumento do namero de servigos por concepgdo e o
decréscimo das taxas de prenhez, submissdo e
concepgao (KASIMANICKAM et al., 2004).

Em programas de transferéncia de embrides,
algumas doadoras apresentam declinio em sua
fertilidade, deixando de apresentarem resultados
satisfatorios na produgdo de embrides e prenhezes
mesmo na auséncia de sintomatologia clinica aparente
de qualquer afeccdo. Acreditamos que uma das
hipoteses para estas ocorréncias seria a instalagdo de
um quadro de endometrite bacteriana subclinica,
facilitada pela manipulagdo excessiva do trato genital
destes animais e administragao exdgena de hormdnios.

O lavado uterino ¢ uma ferramenta para colheita de
amostra para bacteriologia, e foi descrito para este fim
primeiramente por Bal et a. (1988). Segundo os
autores, a técnica permite maior recuperagdo de
bactérias patogénicas do que o suabe uterino por
aumentar a abrangéncia em area da amostra
endometrial e a concentragdo das bactérias durante a
centrifugagéo.

Assim sendo, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a flora microbiana de vacas repetidoras de estro
provenientes de programas de TE e fora do periodo
pos-parto, utilizando-se o lavado uterino e cultivo
bacteriologico.

MATERIAL E METODOS

Vinte fémeas bovinas (dez da raga Pardo Suigo e
dez Girolando) que apresentavam elevado indice de
retorno a0 estro foram selecionadas para o
experimento. Os animais apresentavam escore de
condi¢do corporal entre trés e quatro considerando-se
escalade um acinco (EDMONSON et d., 1989), e ndo
estavam no periodo pos-parto por pelo menos 180 dias.
As fémeas foram submetidas ao manejo de
inseminagdo artificial por técnico habilitado por ao
menos trés vezes no periodo de 150 dias, quando
manifestavam estro. Apds, os animais vazios foram

selecionados e submetidos ao exame clinico geral e
exame especifico do aparelho genital feminino,
composto por vaginoscopia e palpagio transretal.

Os animais que ndo apresentaram nenhuma
enfermidade aparente foram submetidos a lavagem
uterina descrita por Ball et al. (1988) para obtencdo de
material bioldgico. No entanto, precaucdes foram
tomadas para minimizar contaminagdes vaginais, que
configuram uma limitagdo da técnica. O uso de camisa
sanitaria foi uma solugdo proposta para este fim.

Apds anestesia epidural baixa com 2 a 4 mL de
cloridrato de lidocaina 2% (Person, Eurofarma, Itapevi,
Brasil), uma sonda de Foley (Solidor, Sdo Paulo,
Brasil), protegida por camisa sanitaria (IMV
Technologies, L’Aigle, Franga), foi inserida com
auxilio de mandril universal estéril através da vulva.
Apos transposi¢ao do primeiro anel cervical, a camisa
sanitaria foi rompida, e a sonda de Foley introduzida
através da cérvix e fixada na entrada do corpo uterino.
Utilizando um equipo de trés vias (Nutricell,
Campinas, Brasil) em sistema fechado, foi infundido
um volume de 100 a 300 mL de solugdo salina
tamponada no limen uterino. Os cornos uterinos foram
massageados, e a solugdo foi recuperada (minimo de
30 mL) para cultivo bacteriologico. O material
refrigerado (4-7° C) foi remetido ao laboratorio de
bacteriol ogia no tempo maximo de oito horas, para que
fosse realizada a semeadura das amostras em sistemas
de cultivo aerdbio e anaerdbio.

O processamento das amostras  incluiu
centrifugagdo a 1400 x g por 10 minutos. A
recuperagao do precipitado foi obtida com auxilio de
uma pipeta Pasteur. A semeadura anaerdbica foi
realizada primeiramente nos meios de cultura Tarozzi e
Tioglicolato, ap6s fervura por 15 minutos e
resfriamento brusco com banho de gelo pararetirada de
ar. Os frascos foram lacrados com parafina e incubados
em estufa a 37° C por 48 a 96 horas. A partir do
crescimento bacteriano nos tubos, a amostra foi
repicada para placas de Agar Tyga® (Agar Extrato de
Levedura e Glicose), e acondicionadas em jarra de
anaerobiose utilizando o sistema Aerogen® (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido), por 48 a 96 horas a 37° C.
A semeadura em aerobiose foi realizeda utilizando
primeiramente os meios Cado Glicosado e Agar
Simples, que foram incubados em estufa por 24 a 48
horas a 37° C. A partir do crescimento bacteriano
nestes meios, as colonias foram repicadas para Agar
Teague® e Agar Sangue. Os géneros bacterianos
isolados foram submetidos as provas bioquimicas do
sistema de classificagio API Index® (bioMerieux,
Paris, Franga). As bactérias isoladas da flora uterina
foram classificados de acordo com o potencial de
patogenicidade, segundo a classificacdo estabelecida
por Sheldon et al. (2002): géneros bacterianos do grupo
1, que compreende bactérias freqiientemente
causadoras de endometrite  (4rcanobacterium
pyogenes, Bacteroides asaccharolytica e Bacterdides
capilorosus), do grupo 2, correspondente as bactérias
gue sio causas infreqiientes de endometrite (Bacillus
PP, Peptostreptococcus assacarolyticus,
Peptostreptococcus  pp €  Staphylococcus — Spp
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coagulase-positivo) e do grupo 3 (Clostridium spp,
Enterobacter pp, Klebsiella spp, Pseudomonas Spp e
Staphylococcus ~ spp  coagulase-negativo),  ndo
reconhecidas como patégenos uterinos.

Para analise estatistica da freqiiéncia dos trés
grupos bacterianos realizou-se o teste exato de Fisher,
utilizando-se o programa INSTAT (GraphPad Software
Inc., San Diego, USA) ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se a técnica de lavagem
uterina para a colheita de materia destinado a cultivo
bacteriologico e pesquisou-se a presenca de bactérias
no tutero de vacas repetidoras de estro provenientes de
programas de transferéncia de embrides.

Os resultados obtidos demonstraram que a coleta de
material biologico por lavado uterino prestou-se para a
pesquisa de flora bacteriana uterina, uma vez que
propiciou o isolamento e a sobrevivéncia de bactérias
aerdbias e/ou anaerdbias, pois 80% das vacas (16/20)
repetidoras de estro apresentaram isolamento de
bactérias. As bactérias encontradas e sua prevaléncia
nos 20 animais estudados foram: Arcanobacterium
pyogenes (10%), Bacillus spp (30%), Bacteroides
asaccharolytica (5%), Bacteroides capilorosus (5%),
Clostridium spp (5%), Enterobacter spp (5%),
Klebsiella spp (5%), Peptostreptococcus
assacarolyticus (5%), Peptostreptococcus spp (5%),
Pseudomonas  spp  (5%),  Staphylococcus  spp
coagulase-negativo  (45%), e Staphylococcus spp
coagulase-positivo (5%).

A sindrome de repeti¢do de estro ocasiona prejuizos
a eficiéncia reprodutiva da propriedade, e pode ser
desencadeada por diversos fatores (ECKERT et a.,
2004). Uma das hipoteses proposta para a instalagio
desta sindrome ¢ a colonizagdo do ambiente uterino por
bactérias patogénicas, que causam inflamag¢do do
endométrio na auséncia de  sintomatologia,
caracterizando-se assim a endometrite subclinica
(KASIMANICKAM et dl., 2004).

Conforme classificagdo proposta por Sheldon et al.
(2002), @éneros bacterianos do grupo 1 foram
encontrados em 20% (4/20) dos animais, associados ou
Ndo a outras bactérias; os do grupo 2 em 40% (8/20)
dos animais pesquisados e os do grupo 3 em 55%
(11/20) dos animais, estando presentes em 68,75%
(11/16) dos animais positivos. O lume uterino consiste
em um ambiente estéril, podendo ser colonizado por
bactérias patogénicas provenientes da flora vaginal ou
por patégenos ambientais. Porém, o Utero saudavel é
capaz de controlar tais infecgdes transitorias com
bastante eficacia, principalmente pela agdo fagocitica
dos leucocitos uterinos sobre as bactérias (GILBERT et
al., 2004). A falha dos mecanismos de defesa uterinos e
a presenca de bactérias altamente patogé€nicas podem
determinar a persisténcia da infecgdo e o
estabelecimento de um quadro de endometrite
(DHALIWAL et a., 2001). No presente trabalho, 50%
(10/20) dos animais estudados apresentaram bactérias
dos grupos 1 e 2 relacionados a afecgdes uterinas, o
gue pode sugerir a instalagio de endometrite na
auséncia de sintomatologia aparente (endometrite

subclinica). Em contrapartida, tipos bacterianos do
grupo 3 nao associados as afeccdes uterinas foram
observados concomitantemente ou ndo aos tipos
bacterianos dos grupos 1 e 2. De acordo com a analise
estatistica, observou-se diferenca (P<0,05) entre a
prevaléncia de bactérias do grupo 1 e a prevaléncia de
bactérias do grupo 3. Na Figura 1 observa-se a
fregiiéncia dos trés grupos bacterianos (SHELDON et
al., 2002) nos animais analisados.

Este achado sugere que colonizagio bacteriana do
ambiente uterino das vacas repetidoras de estro
avaliadas, esta principalmente relacionada a presenga
de bactérias ndo conhecidas como patégenos uterinos.
Apesar da presenca de bactérias do grupo 3 nédo ser
considerada como um indicio de endometrite, estas
podem também exercer influéncia negativa na
concepegdo dos animais por alterarem o microambiente
(GILBERT et a., 2004). Assim, a presenca de
bactérias  patogénicas, associada a falha dos
mecanismos de defesa, poderia estar estabelecendo um
quadro de endometrite, exercendo assm efeito
negativo na fertilidade da fémea por alteragdes do
microambiente uterino e/ou infeccdo embrionaria
(DHALIWAL et d., 2001).

Diante do exposto concluiu-se que nas vacas
repetidoras de estro a colonizagao do lume uterino por
bactérias patogénicas ocorre com freqiiéncia de 20%,
podendo provocar ateragdes no ambiente uterino,
favorecendo a instalagdo de outros patogenos e/ou
ocasionando prejuizos a sobrevivéncia dos gametas, a
fecundagio, e a sobrevivéncia do embrido.
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Figura 1 — Freqiiéncia dos trés grupos bacterianos
(classificados de acordo com grau de patogenicidade)
observada apos lavado uterino em 20 vacas repetidoras
de estro. (Letras diferentes sobre as barras indicam
diferenca estatistica pelo teste de Fisher a 5%)
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