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RESUMO

GOMES, Marcelo Carvalho. Microbiota vaginal de cabras nas fases do proestro, pés-
copula e pos-parto. 2006. 29p. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia Veterinaria).
Ingtituto de Veterinaria, Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2006.

O presente trabalho foi desenvolvido em trés criatorios caprinos distintos, de onde tomamos
27 fémeas e 2 machos a fim de identificar a microbiota presente no prepicio de bodes e na
cavidade vagina de cabras em trés fases do ciclo estral: fevereiro de 2005 no proestro, maio
de 2005 apos a copula e outubro de 2005 apos o parto. As amostras foram coletadas através
de swab, lavado vaginal e prepucia para o estudo da microbiota e com escovas ginecoldgicas
para o estudo colpocitologico das fémeas. Os dois géneros de bactérias de maior prevaléncia
foram os seguintes. Micrococcus spp. (89,65 %) e Bacillus spp. (29,90 %). Os dois géneros de
fungos de maior prevaléncia foram Cladosporium spp. (26,39 %) e Aspergillus spp. (11,46
%). No estudo colpocitologico para bactérias, em 76 % das investigagdes houve concordancia
entre os achados microscopicos e isolamento bacteriano. Em 89 % dos animais avaliados foi
observada a presenca de leveduras nas laminas, mas houve isolamento em apenas 7,4 % dos
animais. Em 53 % das investigagdes da presenga de hifas houve concordancia entre a
observacdo de hifas e o isolamento de fungos filamentosos. A microbiota fingica e bacteriana
encontrada no presente trabal ho evidenciou a diversidade da microbiota vaginal e prepucia de
caprinos e aponta para o fato de que podem ser carreados durante a copula. Observou-se que 0
numero de espécies isoladas de bactérias ¢ superior na fase de pds-copula enquanto que em
fungos observamos este aumento no pos-parto; O resultado da citologia vagina teve
correlagdo com o isolamento bacteriano, observada pela presenca de cocos e bacilos nas
laminas com crescimento bacteriano positivo; Bactérias potencialmente patogénicas como
Pseudomonas alcaligenes, P. aeruginosa € Corynebacterium Spp. foram encontrados na
cavidade vaginal de cabras higidas, assim como fungos oportunistas como Aspergillus flavus.

Palavras chave: fungo, bactéria, colpocitologia, caprino.
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ABSTRACT

GOMES, Marcelo Carvaho. Goats vaginal microbiota in pro-estrum, post-copula and
post-partum phases. 2006. 29p. Dissertation (Master Science in Veterinary Microbiology).
Ingtituto de Veterinaria, Departamento de Microbiologia ¢ Imunologia Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2006.

The present work was carried out in three different goat raisings and 27 females and 2 males
were selected for identifying the present microbiota in the preputial and vaginal cavity of
goats under three estrous cycle phases: In Februrary, 2005 in the pro-estrum, in May, 2005 in
the post-copula and in October, 2005 in the post-partum. The samples were collected by
swabs as well as vaginal and preputial washings for studying microbiota and by gynecological
brushes for the females esfoliative cytological study. The two greatest bacteria genera
prevalence were: Micrococcus Spp (89,65 %) following by Bacillus spp. (29,90 %).
Filamentous fungi as Cladosporium spp. (26,39 %) and Aspergillus spp. (11,46 %) were the
most isolated. On the bacteria cytological test about 76 % of the investigations have been in
accordance with the microscopic finding and bacteria isolation. In 89% appraised animal
some yeasts presence on sheets was observed in spite of there was isolation just in 7,4 % of
the animals. There was similarity between hifas observation and filamentous fungi isolation,
in regarding to 53 % of hifas presence investigations. The bacterial and fungical microbiota
found on this survey showed the goats vaginal and preputial microbiota diversity and pointed
out to the fact that it might be carried during copulation. The number of isolated bacteria
species in the post-copulation phase was upper, as well as for yeasts. The vaginal cytology
performed significative association in relation to the bacteria isolation, observed by cocos
and bacilli presence on the sheets with positive growth. Bacteria potentially pathogenic as
Pseudomonas alcalinigenes, P. aeruginosa, and Corynebacterium spp. as well as opportunist
fungi as Aspergillus flavus in healthy goats vaginal cavity were found.

Key words: fungi, bacteria, cytological esfoliative, caprine.
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1. INTRODUCAO

A caprinocultura remonta aos tempos anteriores a Cristo, quando os povos ndmades
utilizavam estes animais como fonte de alimento (carne, leite) para confecgdo de apetrechos ¢
vestimentas com 0 couro e para o transporte de pequenas cargas. Hoje, a caprinocultura tem
importancia impar como criagdo de subsisténcia no nordeste brasileiro, as vezes como Unica
fonte de proteina animal sob a forma de carne, leite e seus subprodutos e fornecendo através
do couro a vestimenta adequada a caatinga, para o sertanejo.

O Brasil tem mais de 12,6 milhdes de caprinos. De 1980 a 1992 houve um aumento de
51,6 % na produgdo nacional indicando um crescente interesse na atividade. O Brasil produz
141 mil toneladas de |eite de cabra ao ano. De acordo com o Departamento de Agricultura dos
EUA, o leite de cabra é o leite mais consumido no mundo. Seu maior rebanho esta na Africa e
Asia onde a densidade populacional é maior e sua criagio ¢ de subsisténcia (FAO, 2000).

O interesse pela criagdo de pequenos ruminantes vem crescendo nos ultimos anos,
todavia Sio escassas as informagdes sobre a microbiota vaginal de cabras higidas. Embora os
animais apresentem defesa contra tais agentes, a presenca de microrganismos no trato genital
¢ normal. Alguns animais, no entanto, apresentam os mecanismos de defesa alterados,
facilitando a multiplicagao destes e possibilitando a instalagdo de infecgdes oportunistas que
podem se apresentar sob forma clinica ou subclinica.

O aborto, a infertilidade ou outros comprometimentos no aparelho reprodutor dos
animais podem ser provocados por varios microrganismos, pertencentes a microbiota natural
OuU n3o. Muitos destes microrganismos acometem 0S animais quando o ambiente ndo ¢
mantido em condigdes sanitarias ideais, podendo afeta-los em qualquer fase do ciclo estral.

O conhecimento da microbiota esta diretamente relacionado a associa¢do das espécies
encontradas como agentes potencialmente patogénicos nas fémeas e que podem ser
disseminadas para todo o rebanho através da copula, uma vez que poucos reprodutores sdo
utilizados para a cobertura de varias fémeas. O conhecimento das condigdes sanitarias do
rebanho pode se tornar uma efetiva estratégia para exclusdo de doengas (endometrites,
cervicites, vaginites e vulvovaginites) e até o aborto, que pode afetar o desenvolvimento
reprodutivo e a produgio de carne, leite, couro e etc.

O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar a microbiota vaginal de cabras higidas
nas fases de proestro, pos-cobertura e pos-parto e do prepticio de machos, fazendo a
associagdo com os achados colpocitologicos.

pdfMachine
A pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across
nearly all Windows platforms, if you can print from a windows application you can use pdfMachine.
Get yours now!



http://www.pdfmachine.com?cl

2. REVISAO DE LITERATURA

Em condi¢des normais, a microbiota vaginal apresenta composi¢do € niimero variavel
e 0s microrganismos encontrados neste ambiente também podem estar presentes na pele, fezes
e cavidade oral (RAMASWAMY et d., 1991; SHARDA et a., 1991, BALASSU et al., 1992,
CAMPERO et al., 1992; KUNZ et a., 2002). No campo da microbiologia do trato reprodutivo
das fémeas, o conhecimento da microbiota normal pode ser considerado um requisito basico
para se estabelecer diagnosticos apropriados e possibilitar indicagdes de tratamentos para as
patologias infecciosas (DOYLE et a., 1991). A fungdo da microbiota vaginal ¢ incerta, mas
deve ser considerada como protetora (HIRSH, 2003). Em uma analise microbiologica a
correta interpretagdo dos resultados requer o historico do individuo, pois as bactérias isoladas
de um animal com alteracdes reprodutivas sdo as mesmas em amostras de animais saudaveis
(BJURSTROM, 1993). Estes microrganismos existem em um balanco natural com o
hospedeiro, e podem até protegé-lo de infeccdes (BJURSTROM & LINDE-FORSBERG,
1993).

Cadelas com vaginites apresentam microrganismos quantitativa e qualitativamente
semelhantes a microbiota bacteriana vaginal normal, o que justifica o interesse na sua
identificagao (NELSON & COUTO, 1992). Nao se sabe por que ou quando este equilibrio se
desfaz e os agentes bacterianos se tornam patogénicos (MELLO, 2005). Desta forma o
isolamento de patogenos oportunistas ndo ¢ prova de infec¢@o, embora o crescimento macigo
de um unico agente possa ser significativo (BABA, 1994). Ha grande importancia da
distingdo entre os microrganismos contaminantes daqueles que estejam rea mente provocando
agressio e reposta inflamatoria (ALVARENGA, 1996).

A microbiota vaginal normal protege este ambiente contra bactérias patogénicas, mas
pode tornar-se causadora de doen¢a quando os animais apresentam comprometimento
imunolégico, em decorréncia do estresse causado por fatores variados tais como: subitas
mudangas de temperatura, nutri¢do deficiente, final de gestacdo, parto e doencgas infecciosas
(VERMA etal., 1994; LIANJUAN et al., 1995).

O maior nimero de microrganismos fregientemente isolados da mucosa vaginal
congtitui-se de bastonetes gram-negativos provenientes do trato gastro-intestinal,
especialmente Escherichia coli e gram-positivos como Streptococcus pp. (RAMASWAMY
et al., 1991; SHARDA et al., 1991; BALASSU et al., 1992; CAMPERO et al., 1992; KUNZ
eta., 2002).

A vaginite representa uma importante doenga com influéncia na reprodugdo e o
conhecimento relativo aos agentes microbianos que habitam continua ou ocasionalmente o
ambiente vaginal dos animais ¢ relevante para melhor entender essa patologia (MORAES,
2004).

O papel de bactérias ¢ fungos no desenvolvimento de doengas reprodutivas ndo esta
totalmente elucidado. Como consegiiéncia disso, fémeas com disturbios reprodutivos sdo
tratadas com antibidticos e antifingicos, especialmente quando estes microrganismos Sio
encontrados em amostras vaginais, eliminando desta forma os microrganismos naturalmente
encontrados neste ambiente e favorecendo a proliferagdo de bactérias e fungos patogénicos
(HOLST et ., 2003).

O abortamento micdtico por Aspergillus spp., Candida spp., Zigomicetes e outras
leveduras e fungos filamentosos ja foi descrito em bovinos e bubalinos (AINSWORTH &
AUSTWICK, 1973), bem como casos de endometrites e cervicites provocadas por fungos
(COLLINS, 1964; BLUE, 1983; PUGH et ., 1986).
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Segundo CRUZ e ROSA (1981) no Brasil ndo ha um trabalho sistematico sobre causas
de aborto e, por isso, ndo sabemos a importancia dos fungos como produtores de aborto. Por
ser 0 Brasil um pais tropical, ha uma maior probabilidade de infec¢ao por fungos do que nos
paises temperados. O nosso clima ¢ muito favoravel ao desenvolvimento de fungos nas folhas
de vegetais, nos graos utilizados na fabricagdo de ragdo para animais e no uso de material
parcialmente desidratado paraforrar as baias que alojam estes animais.

O aborto micotico bovino pode ser provocado por diversos fungos, tais como:
Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. nidulans, A. niger, A. terreus, Absidia corymbifera, etc
(LACAZ et d., 1991). Segundo JENSEN e LATGE (1995) as espécies de Aspergillus spp.
apresentam-se como as mais estudadas na patogenia animal. Assim eles destacam a
importancia da aspergilose sistémica em fémeas, cujo primeiro sintoma ¢ o aborto. A entrada
do fungo na fémea se da normalmente por via digestiva. Existe um importante percentual de
abortos no gado bovino que atualmente permanece sem diagndstico, algumas informagdes
indicam que poderiam chegar a 70 %. E coerente suspeitar que alguns destes casos poderiam
corresponder a problemas micdticos. A dificuldade de diagnéstico ¢ grande, sobretudo pelo
fato de que a coleta de amostras em muitos processos apresenta inconvenientes, impedindo
correlacionar a suspeita de aborto pela possibilidade de contaminagdo do feto posterior ao
aborto com fungos do préprio ambiente. Os principais tipos de fungos implicados neste
processo em ordem de importancia sdo: Aspergillus spp., Candida Spp. € 0S Zigomicetos
(ESPI, 1998; GARCIA & BLANCO, 2000).

Um grande numero de géneros ¢ espécies de fungos tem sido isolados de casos de
aborto. Inegavelmente, o Aspergillus fumigatus ¢ o mais importante sendo isolado de cerca de
60 % dos casos de aborto micotico. Outras espécies também isoladas: 4. flavus, A. terreus,
Absidia corymbifera, A. lichteimi, A. ramosa, Candida albicans, C. guilliermondii, C. krusei,
C. tropicalis, Mucor dispersus, M. pussilus, M. rhizopodiformis, Rhizopus bovinus, R.
microsporus, R. cryzae, R. stolonifer, Syncephalastrum racemosum, Allescheria boydii e
Scopulariopsis brevicaulis (CRUZ & ROSA, 1981). Segundo VERMA et a. (1999) o manejo
sanitario incorreto, bem como tratamento prolongado e indiscriminado com antibidticos e
imunossupressores podem favorecer o desenvolvimento dos fungos oportunistas produzindo
sintomas de doengas sérias e aborto.

CLEFF et a. (2003) investigaram a presenca de leveduras na mucosa vaginal de
fémeas caninas, relacionando-as com o ciclo reprodutivo. Foram analisadas 292 amosiras, das
quais 217 foram coletadas de 14 animais alojados em ambiente controlado e 75 amostras
coletadas de animais alojados em canis particulares de Pelotas - RS. O material foi coletado
com swabs e curetas estéreis. As fases do ciclo estral foram identificadas através da citologia
vagina e de exame fisico. As amostras foram submetidas ao exame direto e cultivadas em
agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol sendo incubadas a 37 °C por até 10 dias. As
leveduras isoladas foram Candida spp., Rhodotorula spp. € Malassezia pachydermatis
detectadas em todas as fases do ciclo estral, sendo mais fregiientes na fase de diestro, que
apresentou uma fregiiéncia de isolamento de 66,7 % das amostras obtidas da cavidade vaginal
das fémeas dos canis particulares e de 86 % nas fémeas do canil pesquisa do hospital. De
acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que M. pachydermatis, Candida spp. €
Rhodotorula spp. fazem parte da microbiota vaginal de fémeas caninas higidas, e que suas
fregiiéncias alteram-se conforme as fases do ciclo reprodutivo.

CLEFF et a. (2003) em outro estudo desenvolveram um trabalho que teve como
objetivo verificar as leveduras do género Candida Spp. de maior ocorréncia na cavidade
vaginal de fémeas caninas nas diferentes fases do ciclo estral. Foram obtidas 83 amostras
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com crescimento de Candida spp. Destas amostras (n=83), nove foram obtidas no pro-estro,
14 no estro, 31 no diestro, 24 no anestro e cinco do periodo gestacional. A espécie do género
Candida spp. isolada em maior freqiéncia foi C. parapsilosis (21,7 %), seguida de C.
guillermondii (8,4 %), C. pseudotropicalis (6 %), C. albicans (4,8 %), C. glabrata (3,6 %) e
C. krusei (3,6 %), sendo isoladas em maior fregiiéncia na fase de diestro ¢ em menor
fregiiéncia no proestro ¢ estro. Das amostras coletadas no periodo gestacional (n=5), obteve-
se isolamento de C. parapsilosis em trés amostras, nas outras duas isolou-se C. albicans e C.
guillermondii. De acordo com o0s resultados obtidos, concluiram que as espécies do género
Candida spp. fazem parte da micobiota vagina de fémeas caninas higidas e em maior
fregiiéncia no diestro, sendo C. parapsilosis a espécie mais isolada neste estudo.

A colpocitologia também conhecida como citologia vaginal ou citologia esfoliativa é o
estudo das células do aparelho genital a partir da esfoliagdo do epitélio vaginal, sendo um
método pratico, seguro e barato para avaliagdo da saude reprodutiva de cadelas e gatas,
avaliando qualitativamente alteragdes infecciosas e enddcrinas (MELLO, 1997). O estudo da
citologia esfoliativa, introduzido por Papanicolaou (1942), possibilitou avaliagdes celulares,
umavez que o epitélio vaginal sofre modificagdes em fungdo de variagdes hormonais ciclicas
(SCHUTTE, 1967) durante o ciclo estral, sendo também muito utilizada no intuito de
diagnosticar precocemente patologias do trato genital feminino (RAPOSO & SILVA, 1999).

Fregiientemente, permanecem dtvidas aos clinicos da area de reprodugdo com relagdo
aos resultados obtidos de exames microbiologicos, os quais devem ser interpretados em
associagao com a observagdo clinica e com exames citologicos (LANGONI et al., 1994). Em
relacdo a citologia microbioldgica, alguns agentes entre fungos e bactérias podem ser
identificados direta ou indiretamente, baseados nas alteragdes causadas nas células epiteliais,
pois 0 exame ndo permite a classificagdo da espécie presente, apenas a sua diferenciagdo de
acordo com amorfologia (NETO, 2004).

O exame microbiologico representa um teste indireto para o diagnostico de doengas
infecciosas do aparelho reprodutor. O isolamento de determinado microrganismo nao
constitui, necessariamente indicativo de infecgdo e o ndo isolamento deste ndo elimina o
indicativo de doenga. Desta forma o fato de um microrganismo ndo ter sido isolado no
material vaginal ndo elimina a possibilidade de doengas da reprodugdo, uma vez que uma
Série de microrganismos necessita de condi¢des especiais para o seu isolamento (LANGONI
etal., 1994).

As técnicas empregadas e a interpretacdo dos resultados sdo importantes (BAKER &
KENNEY, 1980) para avaliar se 0s microrganismos isolados podem ser incriminados como
agentes de doencas da reprodugdo, causadores de vaginites, piometrites ¢ endometrites ou
contaminantes nao patogénicos.

Analisando casos de endometrite causadas por Candida spp. em éguas, PUGH et al.
(1986) demonstraram que a citologia vaginal é um exame tdo preciso quanto a avaliagdo
microbiologica. LANGONI et a. (1994) observaram em fémeas eqiiinas concordancia entre
os achados bacteriologicos e citologicos, havendo desta forma uma associagdo
significativamente forte entre os dois tipos de exames. Os autores também concluiram que 0
resultado dos exames citologicos ¢ decisivo para o diagnostico das endometrites, devendo ser
levado em consideragdo para se evitar resultados falso-positivos que acabarao por induzir a
tratamentos desnecessarios, colocando em risco, inclusive, a integridade da mucosa do trato
reprodutivo e significando gastos com medicamentos e mao de obra.
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Ha varios métodos de coloragdo ja descritos, como o método Shorr (LUCA, 1981;
TONIOLLO et a.,1995), o corante de Papanicolaou (MILLS et al., 1979; LUCA, 1981), o
corante de Wright (MILLS et a., 1979; OLSON et a., 1984) e a coloragao diferencial rapida
ou coloragdo de pandtico (Diff Quick®), este ultimo de facil execugdo, representando um
caminho alternativo para acitologia vaginal (NEVES, 2001).

ANDRADE (2006) trabalhando com gatas verificou num total de 107 isolados, que 0s
fungos filamentosos apresentaram o maior nimero de isolados com 68 (63,55 %) e as
leveduras com 39 (36,44 %). Com relagdo aos fungos isolados em dois grupos distintos,
houve diferenca na fregiiéncia entre as espécies. No Grupol (gatas inteiras), verificou-se alta
fregiiéncia de Candida spp. (30,5 %), Aspergillus spp. (18,64 %) e Curvularia spp. (11,86 %).
No grupo 2 (gatas castradas), observou-se maior incidéncia de Penicillium spp. (25,0 %),
Cladosporium spp. com 18,75 % e Candida spp. com 16,66 %. Em relagdo ao isolamento
bacteriano, no Grupo 1 verificou-se uma maior freqiiéncia de Edwardsiella tarda (19,04 %),
seguido de Enterobacter Spp. € Streptococcus Spp. hamesma proporgio (16,19 %). Quanto ao
Grupo 2, foi possivel verificar uma maior freqiiéncia de Enterobacter spp. (16,88 %), seguido
de Escherichia coli € Pseudomonas aeruginosa em igual proporg¢ao com 15,88 %.

Quanto a associagdo da citologia vaginal com o isolamento de fungos filamentosos,
verificou-se que 88,0 % das laminas ndo apresentaram indicios fungicos, enquanto que na
analise microbiologica 63,55 % dos isolados eram positivos para fungos. Com base nestes
dados verificou-se que a citologia ndo ¢ um exame preciso no diagndstico preventivo de
enfermidades fungicas do aparelho reprodutivo. Analisando o isolamento bacteriano das
amostras vaginais com as laminas do esfregago, foi verificada a presenca de bactérias em
todas as laminas da citologia (100 %), este resultado tem grande associagdo ao isolamento
bacteriano que também obteve crescimento positivo em todas as amostras analisadas. Desta
forma ¢ possivel constatar que a citologia vaginal ¢ um exame tdo preciso quanto a
microbiologia em relagdo as bactérias.

Segundo SANTOS (2006) trabalhando com 40 cadelas, observou que a bactéria
isolada com maior freqiiéncia da vagina de cadelas foi Micrococcus spp. (24,6 %), seguido de
Streptococcus pp. (13,24 %) e Streptococcus schleiferi coagulans e Escherichia coli (9,56
%). O fungo mais isolado foi Cladosporium spp. (20 %), seguido do Fusarium spp. (16,3 %)
e Curvularia spp. e Aspergillus spp. (10,9 %). A citologia vaginal foi um indicativo de
gualidade no que diz respeito a identificagio da fase do ciclo estral, da presenca e
quantificagao de bactérias e de neutréfilos, mas ndo foi um indicativo de qualidade no que diz
respeito a fungos filamentosos, quando comparado ao isolamento microbiol6gico.

ABABNEH e DEGEFA (2006) trabalharam com 26 cabras pluriparas e primiparas e
investigaram a microbiota bacteriana do trato genital durante o periodo pds parto. Foram
isolados Escherichia coli, Staphylococcus aureus € Arcanobacterium pyogenes. Observaram
gue o ttero e a cérvix encontravam-se livres de contaminagéo bacteriana a partir do décimo
dia pos-parto, o que ndo foi constatado em relagdo a vagina.. Concluiram que infecgdes intra-
uterinas ndo sdo comuns em cabras e que, Escherichia coli é a bactéria mais comumente
isolada no tutero de cabras.
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3. MATERIAL E METODOS

As analises micologicas foram realizadas no laboratério do Nucleo de Pesquisas
Micologicas e Micotoxicologicas (NPMM) do Departamento de Microbiologia e Imunologia
Veterinaria do IV, a coloragdo ¢ analise colpocitologica das laminas foram realizados no
Laboratorio de Fisiopatologia da Reprodugdo, do Projeto Sanidade Animal, convénio
Embrapa/lUFRRJ.

Os procedimentos das analises bacteriologicas e a identificacdo das leveduras foram
realizados, respectivamente, nos Laboratorios de Bacteriologia e de Leveduras Patogénicas e
Ambientais, ambos do Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria do
IV/UFRRJ.

3.1 Amostragem

Foram escolhidos trés criatorios de caprinos da raga Saanen no Sul do Estado do Rio
de Janeiro em trés cidades distintas. O primeiro criatério foi do Colégio Técnico da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CTUR) no Municipio de Seropédica-RJ, 0
segundo na Fazenda Terra Verde no distrito de Ponte Coberta, Municipio de Paracambi-RJ e
o0 terceiro no Sitio Boa Esperanga no Municipio de Mendes-RJ. Os trés criatorios adotam o
sistema de criagdo semi-intensivo, ou seja, parte do dia sob pastejo e parte estabulado em
capris de ripado suspenso.

As amostras foram coletadas de dois reprodutores e de vinte e sete fémeas nos
seguintes periodos: fase do proestro (antes do cio) em 15 e 16 de fevereiro de 2005, no
periodo p6s—copula, em 8 e 9 de maio de 2005 e depois do parto em 19 e 20 de outubro de
2005 (n=85).

3.2 Coleta de material (Anexo 01)

Iniciados os procedimentos de coleta o auxiliar abriu um par de luvas estéril que foi
cal¢ado pelo operador obedecendo a normas de conduta cirtrgica com o objetivo de reduzir a
possibilidade de contaminagao externa. Em seguida abriu assepticamente a escova
ginecologica, o swab, a seringa e a sonda uretral estéreis e seqliencialmente as apresentou ao
operador ja com as maos enluvadas.

3.2.1 Coleta com escova ginecoldgica

Apos a contencao devida do animal em estacdo, o auxiliar abriu os labios vulvares ¢ o
operador com as maos enluvadas introduziu a escova ginecologica estéril na cavidade vagina
da cabra e rotacionou, promovendo a escarificagdo do epitélio. Em seguida esta escova foi
pressionada em rotagdo sobre uma lamina de microscopia promovendo o esfregago que foi em
seguida fixado por imersio em alcool etilico absoluto, ¢ enviadas a0 laboratorio para
processamento apropriado.
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3.2.2 Coleta com swab

Foram utilizados swabs estéreis com hastes flexiveis e de ponta de algodao hidrofilico

segundo BJURSTROM (1993), WATTS et al. (1996) e OLIVEIRA et al. (1998).

Em seguida, com o animal ainda contido, e os labios vulvares abertos pelo auxiliar
para que o swab ndo toque a parte externa, o operador o introduziu a uma profundidade de
aproximadamente 4,0 cm, e rotacionou. Ao retira-lo colocou imediatamente em tubos com
meio de transporte refrigerado a 15 °C. Foram conduzidos até o Laboratorio de Bacteriologia

onde foram utilizados no isolamento bacteriano (BJURSTROM, 1993).

3.2.3 Coleta por lavado vaginal

Por fim, introduziu-se sonda uretral nimero 8 estéril acoplada a uma seringa contendo
10,0 mL de salina estéril. A sonda foi introduzida aproximadamente 4,0 cm com o cuidado de
ndo cateterizar a uretra, mas manté-la na cavidade vaginal. Instilou-se a salina e em seguida
aspirou-se todo o volume injetado. A sonda foi desprezada e a amostra colocada em tubo

estéril, refrigerada e posteriormente conduzida ao laboratério de micologia.

3.2.4 Coleta no macho

Nos reprodutores realizamos coleta apenas através de swab e lavado prepucial, nesta
ordem, obedecendo a técnica descrita para asfémeas e tomando-se todos os cuidados relativos

a assepsia.

3.3 Processamento das amostras
3.3.1 Analise Bacterioldgica

A inoculagio foi realizada através de swab, simultaneamente, em quatro meios de
cultivo distintos: Agar MacConkey, Agar seletivo para Estreptococos, Agar Sangue e Agar
Manitol Vermelho de Fenol em duplicata (ALLEN & DAGNALL, 1982; LING & RUBY,

1978; BABA et al., 1983). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 a 48 h.

Apos a identificagdo presuntiva das colonias, estas foram submetidas a0 método de
Gram, para confirmagdo das suas caracteristicas morfotintoriais, ¢ as provas da catalase e
prova do hidroxido de potassio. De acordo com as caracteristicas apresentadas, os isolados
foram submetidos aos procedimentos de identificagao pertinentes a cada grupo (KONEMAN

et a., 2001).

3.3.1.1 Etapa de Identificagao

Apobs a identificacdo presuntiva das coldnias, estas foram submetidas ao método de
Gram, para confirmagdo das suas caracteristicas morfotintoriais, ¢ as provas da catalase e
prova do hidroxido de potassio. De acordo com as caracteristicas apresentadas, os isolados

foram submetidos ao procedimentos de identificagdo pertinentes a cada grupo.

Os cocos Gram positivos foram submetidos a prova da coagulase livre. Uma vez

coagul ase positivos, 0s Staphylococcus Spp. tiveram suaidentificagdo comprovada através
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dos testes Voges-Proskauer, fermentagdo de maltose e redugdo de nitratos. As amostras
coagul ase-negativas foram submetidas ao teste de sensibilidade a bacitracina (10 Ul), para a
diferenciagdo entre estafilococos coagulase-negativo e 0 género Micrococcus Spp. A
identificacao dos isolados de Streptococcus spp. foi efetuada através do repique em meio
seletivo para Streptococcus spp. (Caldo Azida), e das provas de hidrdlise de esculina e
hipurato, teste Voges Proskauer (VP), comportamento em Agar SIM e fermentacio de
acticares. Para os isolados de bastdes gram positivos, se associava as caracteristicas
morfotintoriais com o teste da catalase, além de avaliar a presenga de esporos, teste da
reducdo de nitrato, fermentacdo de agucares, hidrolise de esculina e produgdo de Indol. As
amostras suspeitas de enterobactérias foram identificadas a partir das provas: comportamento
em agar triplice agtcar-ferro, motilidade em tubo, produgdo do indol, redugdo do nitrato,
produgdo de gelatinase, degradagdo do citrato e do malonato, prova de Voges-Proskauer e
outros diferenciais de acordo com o microrganismo envolvido (KONEMAN, 2001).

3.3.2 Analise Micologica

Com a amostra coletada por lavado vaginal, procedemos a inoculagdo de 100 uL em
meio de Sabouraud 2 % SAD e Agar Sangue com Cloranfenicol (0,5 g.L™) em duplicata, sem
diluicdo. A aliquota foi distribuida com uniformidade, utilizando-se a alga de Drigalsky e as
placas incubadas a 25 °C por 7 dias. Posteriormente foi feita a identificagdo microscopica
inicial com azul de algodio, para o reconhecimento de fungos filamentosos, leveduras e
bactérias. Foram descartadas as bactérias. Os fungos filamentosos e leveduras foram
armazenados em SAD. A identificagdo foi baseada no estudo morfologico (macroscopico e
microscopico) em meios SAD e Agar Batata Dextrose, e quando necessario, testes
bioquimicos (ANEXO 2). Para 0 estudo macroscopico, foi observada a superficie e o reverso
da colonia, quanto ao didmetro, cor dos esporos ¢ micélio, textura, presenga de exudatos e
pigmentos soltveis. As estruturas microscopicas (conidioforos, células conidiogénicas ¢
conidios) foram comparadas as apresentadas por critérios adotados por literaturas especificas
(ELLIS, 1971; ELLIS, 1976; DOMSCH et d., 1980; HOOG et a., 1995; DAVID, 1997,
BARNETT etal., 1999; PITT, 2000; KLICH, 2002).

Os isolados de leveduras foram caracterizados com a utilizagdo de métodos
tradicionais de assimilagdo e fermentagdo de agucares e estudos fisiologicos complementares,
de acordo com as chaves de identificagao propostas por KURTZMAN e FELL (1998) e
seguindo-se o protocolo (Anexo 02) de identificagao de leveduras elaborado com base nas
mesmas informagoes.

3.3.3 Analise citologica vaginal

Os esfregagos devidamente fixados em alcool etilico absoluto foram corados pelo
método Pandtico Rapido com corante Diff Quick® e analisados ao microscopio optico.

3.3.3.1 Microrganismos
Os microrganismos foram identificados como bactérias (cocos, bacilos), leveduras e

fungos. O critério para a avaliacdo foi feito segundo ALLEN (1985), que quantificou as
estruturas observadas em raras (+), fregiientes (++), abundantes (+++), e incontaveis (++++).
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Em nosso trabalho usamos a legenda a seguir, baseada na classificagdo de ALLEN
(1985), o qual sofreu algumas alteragdes quanto a sua quantificagdo: ausentes, raras (+1),
freqiientes (+2), abundantes (+3) (SANTOS, 2006; ANDRADE, 2006).
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4. RESULTADOS

Na analise micoldgica, o0 macho nimero 13 que cobriu as fémeas de um a 12, e o
macho 25 que cobriu as fémeas de 14 a 24 ndo apresentaram fungos filamentosos na primeira
coleta. Dos 29 animais que tiveram sua microbiota genital pesguisada, isolamos fungos
filamentosos de seis no proestro, 11 apos a copula e de 21 apds o parto, sendo as leveduras
i soladas somente nesta coleta em apenas dois dos animais (Tabela 01).

Na primeira coleta, foram isolados dois géneros e trés espécies de fungos. A espécie
mais freqiiente foi Aspergillus flavus, presente em 13,79 % dos animais, seguido do
Cladosporium cladosporioides e C. oxysporum cada um encontrado em 3,44 % dos animais,
sendo o0s tinicos géneros isolados. Apds a copula foram isolados oito géneros e 10 espécies. C.
cladosporioides foi a espécie de maior freqiiéncia, tendo sido encontrada em 13,79 % dos
animais, seguido do Aspergillus flavus com 10,34 %. E apds o parto foram isolados oito
géneros e 17 espécies. A espécie C. oxysporum foi encontrada em 31,03 % dos animais,
seguidade C. cladosporioides com 10,34 % (Tabela 02).

Considerando-se todas as amostras coletadas, as espécies encontradas em maior
freqiiéncia foram: Cladosporium oxysporum em 12,64 %, C. cladosporioides em 9,19 %, e
Aspergillus flavus em 8,04 % (Figura 01).

O género de bactéria isolado em maior freqiiéncia na fase do proestro foi Micrococcus
spp. em 93,1 % dos animais, seguido de Escherichia coli com 44,8 % e Streptococcus Spp.
com 10,3 %. Apos a copula foram isolados Micrococcus Spp. em 89,65 % dos animais,
seguido de Bacillus spp. com 44,8 % e Staphylococcus spp. coagulase negativo com 37,9 %.
Apods o parto foram isolados Micrococcus Spp. em 86,2 % dos animais, seguido de Bacillus
spp. com 41,3 %, Staphylococcus aureus aureus € Enterobacter aglomerans ambos com 31
% (Tabela 03).

Do total de amostras coletadas nas trés diferentes fases do ciclo estral, Micrococcus
Spp. Mostrou ser 0 género mais prevalente com 89,65 %, seguido de Bacillus spp. com 29,9 %
e Escherichia coli com 23 % (Figura 02).

No macho niimero 13 houve o crescimento de Escherichia coli, Listeria Spp.,
Micrococcus Spp., Staphylococcus aureus aureus, Hafna alveo € Staphylococcus Spp.
coagulase negativo, na primeira coleta. Nas fémeas que foram copuladas por este animal
(nimeros de um a 12) foi possivel isolar Micrococcus Spp., Staphylococcus spp. coagulase
negativo, Escherichia coli, Bacillus spp., Staphylococcus aureus aureus, Enterobacter Spp.
No segundo macho avaliado (nimero 25) foi isolado apenas Micrococcus Spp. NO Proestro e,
nas fémeas que ele copulou (nimeros de 14 a 24) foi possivel isolar Micrococcus Spp.,
Listeria spp., Streptococcus pp., Corynebacterium pp., Lactobacillus Spp., Enterococcus
Spp., Staphylococcus intermedius, Enterobacter aglomerans, Bacillus Spp. € Escherichia coli

(Tabela 04).
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Tabela 01 As espécies de fungos isolados nas trés diferentes coletas de acordo com as fases do ciclo estral de
cabras submetidas as analises microbiol 6gica e citologica vaginal.

Animal  1%coleta 2 coleta Fcoleta
1 nd Verticillium sp. Cladosporium oxysporum
Penicillium commune
Pestalotia Sp.
2 nd Acremonium Sp. Penicillium arenicola
Cladosporium cladosporioides
3 nd nd Cladosporium oxysporum
4 nd Aspergillus alabamenses Penicillium citrionigrum
Ulocladium chlamydosporum Penicillium rugulosum
5 Aspergillus flavus Cladosporium cladosporioides Cladosporium cladosporioides
Cladosporium oxysporum
6 nd nd Cladosporium cladosporioides
Rhodotorula Sp.
7 nd nd nd
8 nd Cladosporium cladosporioides Geotricum .
9 Cladosporium cladosporioides nd nd
10 nd nd Cladosporium oxysporum
11 nd nd Cladosporium elantum
12 Cladosporium oxysporum Nigrospora sphaerica Cladosporium oxysporum
Monilia sp.
13* nd Cladosporium cladosporioides C. cladosporioides, Phoma sp.
14 nd nd Cladosporium oxysporum
Tricophyton mentagrophytes
15 nd nd Acremonium sp.
Cladosporium elantum
C. cladosporioides
C. sphaerosphermum
16 nd Curvularia senegalensis nd
17 nd nd nad
18 nd nd Cladosporium oxysporum
19 Aspergillus flavus Aspergillus flavus Aspergillus reptans
20 nd nd nd
21 nd nd Cladosporium oxysporum
Phoma sp., Aspergillus reptans
22 nd nd nd
23 nd nd C. sphaerosphermum
24 nd nd Cladosporium oxysporum
Cladosporium cladosporioides
25+ nd nd nad
26 Aspergillus flavus Aspergillus flavus nd
27 Aspergillus flavus Aspergillus flavus Phoma sp.
28 nd nd Cladosporium oxysporum
29 nd nd Penicillium griseofulvum
nd - ndo detectado
* - machos
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Tabela 02 Fregiiéncia de isolamento fungico nas trés diferentes coletas realizadas de acordo com as fases do
ciclo estral de cabras submetidas as analises microbiologica e citologica vaginal.

Fungos isolados 12 coleta 22 coleta 32 coleta FA

NI F% NI F % NI F % NI F %
Aspergillus flavus 4 13,79 3 10,34 0 - 7 8,04
Cladosporium oxysporum 1 3,44 1 3,44 9 31,03 11 12,64
Cladosporium cladosporioides 1 3,44 4 13,79 3 10,34 8 9,19
Verticilium p. 0 - 1 3,44 0 - 1 1,14
Acremonium Sp. 0 - 1 3,44 1 3,44 2 2,28
Aspergillus alabamenses 0 - 1 3,44 0 - 1 1,14
Ulocladium clamydosporum 0 - 1 3,44 0 - 1 1,14
Nigrospora sphaerica 0 - 1 3,44 0 - 1 1,14
Monilia sp. 0 - 1 3,44 0 - 1 1,14
Curvularia senegalensis 0 - 1 3,44 0 - 1 1,14
Penicillium commune 0 - 0 - 1 3,44 1 1,14
Pestalotia p. 0 - 0 - 1 3,44 1 1,14
Penicillium arenicola 0 - 0 - 1 3,44 1 1,14
Penicillium citronigrum 0 - 0 - 1 3,44 1 1,14
Penicillium rugulosum 0 - 0 - 1 3,44 1 1,14
Cladosporium elantum 0 - 0 - 2 6,88 2 2,28
Phoma sp. 0 - 0 - 2 6,88 2 2,28
Tricophyton mentagrophytes 0 - 0 - 1 344 1 1,14
Cladosporium sphaerosphermum 0 - 0 - 2 6,88 2 2,28
Aspergillus reptans 0 - 0 - 2 6,88 2 2,28
Rhodotorula sp. 0 - 0 - 1 3,44 1 1,14
Geotricum p. 0 - 0 - 1 3,44 1 1,14

NI — niimero de isolados
FA — fregiiéncia absoluta
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Figura 01 Grafico dafrequéncia absoluta dos fungos isolados nas trés coletas.
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Tabela 03 Fregiiéncia de isolamento bacteriano nas trés diferentes coletas de acordo com as fases do ciclo estral
de cabras submetidas as analises microbiol 6gica e citologica vaginal.

Bactérias isoladas 1% coleta 22 coleta 3% coleta FA

NI F% NI F% NI F% NI F%
Micrococcus p. 27 93,10 26 89,65 25 86,20 78 89,65
Enterobacter spp. 0 - 4 13,80 0 - 4 4,59
Bacillus spp. 1 3,44 13 44,80 12 41,30 26 29,90
Escherichia coli 13 44,8 7 24,10 0 - 20 23,00
Streptococcus p. 3 10,3 10 34,40 0 - 13 14,95
Staphylococcus Spp. 1 3,44 11 37,90 0 - 12 13,79
coagul ase -
Corynebacterium pp. 1 3,44 6 20,70 0 - 7 8,04
Listeria Spp. 2 6,88 8 27,60 0 - 10 11,49
Hafna dlveo 2 6,88 0 - 0 - 2 2,30
Enterobacter aglomerans 0 - 0 - 9 31,00 9 10,34
Lactobacillus spp. 0 - 2 6,88 0 - 2 2,30
Staphylococcus 0 - 2 6,88 0 - 2 2,30
intermedius
Pseudomonas aeruginosa 0 - 0 - 1 3,44 1 1,14
Pseudomonas alcaligenes 1 3,44 1 3,44 0 - 2 2,30
Staphylococcus aureus 2 6,88 0 - 9 31,00 11 12,64
aureus

NI — nimero de isolados
FA — fregiiéncia absoluta
pdfMachine

A pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across
nearly all Windows platforms, if you can print from a windows application you can use pdfMachine.
Get yours now!



http://www.pdfmachine.com?cl

Tabela 04 As espécies de bactérias isoladas nas trés diferentes coletas de acordo com as fases do ciclo estral de cabras submetidas as analises microbiologica e citologica

vaginal.
A 1%coleta 2% coleta 3%coleta
Enterobacter Spp., Micrococcus Spp., Bacillus  spp.,
1 Micrococcus spp. Escherichia coli, Estafilococos coag - Staphylococcus aureus aureus, Bacillus Spp.
2 Micrococcus Spp., Escherichia coli, Micrococcus spp., Bacillus spp., Estafilococos coag - nd
Streptococcus p.,
Staphylococcus aureus aureus
3 Micrococcus spp. Micrococcus spp., Estafilococos coag - Bacillus spp., Micrococcus Spp.
4 nd Micrococcus pp., Bacillus spp., Estafilococos coag - Micrococcus pp., Staphylococcus aureus aureus
5  Micrococcus spp., Escherichia coli Micrococcus spp., Estafilococos coag - Bacillus spp., Micrococcus Spp.
6  Micrococcus pp., Escherichia coli, Escherichia coli, Micrococcus spp. Micrococcus Spp.
Streptococccus p.
7 Micrococcus Spp., Escherichia coli Escherichia coli, Micrococcus pp., Estafilococos coag - Micrococcus Spp.
Bacillus spp.
8  Micrococcus spp. Micrococcus pp., Escherichia coli Bacillus spp., Micrococcus Spp.
9  Micrococcus pp., Escherichia coli, Bacillus spp., Estafilococos coag -, Micrococcus spp. Bacillus spp., Micrococcus Spp.
Corynebacterium spp. .
10 Micrococcus Spp., Listeria Spp. Estafilococos coag -, Micrococcus spp. Micrococcus p., Staphylococcus aureus aureus
Bacillus spp., Micrococcus spp.,
11 Micrococcus spp., Streptococcus Spp. Escherichia coli, Micrococcus spp., Estafilococos coag -
Enterobacter spp. Staphylococcus aureus aureus
12 Micrococcus spp. Escherichia coli, Micrococcus spp., Estafilococos coag - Micrococcus ., Bacillus spp.
Enterobacter spp.
13* Escherichia coli, Micrococcus spp., Escherichia coli, Enterobacter $p., Micrococcus spp., Micrococcus ., Bacillus spp.

Listeria spp.,  Estafilococos coag -,
Staphylococcus aureus aureus,
Hafna dlveo

Estafil ococos coag -
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Tabela 04 As espécies de bactérias isoladas nas trés diferentes coletas de acordo com as fases do ciclo estral de cabras submetidas as analises microbiol gica e citologica
vaginal (continuagio) .

A 1%coleta 2% coleta 3%coleta
14  Micrococcus spp., Hafna dlveo, Listeria spp., Streptococcus Spp., Bacillus spp., Micrococcus p., Enterobacter aglomerans,
Estafilococos coag - Corynebacteriumn Spp. Staphylococcus aureus aureus
15 Micrococcus spp. Bacillus spp., Listeria Spp. Enterobacter aglomerans, Micrococcus Spp.
16  Micrococcus Spp., Escherichia coli Micrococcus pp., Streptococcus Spp., Enterococcus Spp. Enterobacter aglomerans, Micrococcus Spp.
Micrococcus  Spp., Escherichia coli, Listeria  spp., Streptococcus  spp.,  Bacillus  spp.,
17  Pseudomonas alcalinigenes Corynebacterium spp. Micrococcus Spp.
18 Micrococcus Spp. Micrococcus Spp. Enterobacter aglomerans
Escherichia coli Listeria Spp., Streptococcus Spp., Corynebacterium spp. Micrococcus Spp.
19  Escherichia coli Micrococcus pp., Lactobacillus Spp., Streptococcus spp., Micrococcus ., Staphylococcus aureus aureus,
Bacillus spp., Staphylococcus intermedius Bacillus spp.
20  Micrococcus pp., Escherichia coli Micrococcus pp. Enterobacter aglomerans, Micrococcus spp.
Streptococcus  Spp., Micrococcus  p., Staphylococcus
21 Micrococcus Spp. intermedius Micrococcus pp., Staphylococcus aureus aureus
22 Micrococcus Spp. Micrococcus pp., Streptococcus SPp., Listeria p., Micrococcus Spp.
Corynebacterium spp.
23 Micrococcus Spp., Bacillus Spp Listeria Spp., Bacillus spp., Corynebacterium spp. Micrococcus p., Enterobacter aglomerans,
. Staphylococcus aureus aureus
24 Micrococcus spp. Streptococcus pp., Micrococcus Spp. Micrococcus Spp.
25*%  Micrococcus spp. Lactobacillus spp., Bacillus spp., Micrococcus Spp., Micrococcus p., Pseudomonas aeruginosa,
. Pseudomonas alcalinigenes Enterobacter aglomerans
26  Micrococcus Spp. Listeria spp., Bacillus Spp. Bacillus spp.
27 Escherichia coli, Micrococcus Spp. Micrococcus p., Bacillus spp. Micrococcus p., Enterobacter aglomerans, Bacillus
Spp.
28 Micrococcus Spp. Micrococcus Spp. Enterobacter aglomerans, Staphylococcus aureus
aureus
29  Micrococcus pp., Escherichia coli Micrococcus pp., Streptococcus SPp., Listeria p., Micrococcus pp., Bacillus spp.

Corynebacterium Spp.

pdfMachine

A pdf writer that produces quality PDF files with ease!

Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across
nearly all Windows platforms, if you can print from a windows application you can use pdfMachine.

Get yours now!

16


http://www.pdfmachine.com?cl

Figura 02 Grafico dafregiiéncia absoluta das bactérias isoladas nastrés coletas.
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De 162 investigagdes em laminas preparadas para o estudo citologico, realizadas para
bactérias, em 123 (76 %) houve concordancia entre os achados microscopicos e o isolamento
bacteriano. Em 39 (24 %) nao houve concordancia. Destes 39 casos, em 25 (64 %) foi
observada a presenca de bactérias e sua morfologia nas laminas, mas estas nao foram isoladas.
Em sete dos 39 casos (18 %) foram isoladas bactérias que ndo foram visualizadas no estudo
colpocitologico. Em 24 de 27 (89 %) animais avaliados foi observada a presenga de leveduras
nas laminas, mas s6 houve isolamento em dois (7,4 %) animais. Em 81 investigacoes da
presenca de hifas, no estudo citologico, em 43 (53 %) houve concordancia entre a observagao
de hifas e o isolamento de fungos filamentosos e em 38 (47 %) nao houve (Tabela 05 e Figura

03).
Tabela 05 Microrgani smos e estruturas observadas no estudo colpocitol6gico.
N primeira coleta segunda col eta terceira coleta
Bactérias fungos bactérias fungos bactérias Fungos
C B H L C B H L C B H L
1 3+ 1+ 0 0 3+ 2+ 1+ 0 3+ 1+ 0 0
2 3+ 1+ 1+ 0 3+ 1+ 0 0 - - - -
3 3+ R 0 0 3+ 2+ 0 2+ 3+ 1+ 0 2+
4 3+ 1+ 0 1+ 3+ 3+ R 2 3+ 2+ 0 2+
5 2+ 0 0 1+ 3+ 1+ 0 1+ 3+ 0 0 2+
6 2+ 0 0 0 3+ 1+ 0 2+ 3+ 0 0 0
7 2+ 0 0 0 3+ 2+ 0 1+ 3+ 2+ 0 2+
8 3+ R 0 1+ - - - - 3+ 1+ 1+ 1+
9 3+ 1+ 0 0 3+ 1+ 1+ 2+ - - - -
10 3+ 2+ 1+ 0 3+ 0 0 2+ 3+ 1+ 0 0
11 3+ 1+ 0 1+ 3+ 0 0 0 3+ 0 2+ 1+
12 3+ 0 0 0 3+ 1+ 0 1+ 3+ 0 0 0
14 3+ 1+ 0 0 3+ 2+ 0 2+ 3+ 0 0 0
15 3+ 1+ 0 1+ 3+ 1+ 0 0 3+ 1+ 0 0
16 3+ 1+ 1+ 2+ 3+ 2+ 0 0 3+ 2+ 0 0
17 2+ R 0 0 0 R 0 0 1+ 2+ 2+ 3+
18 3+ 1+ 1+ 1+ 3+ 2+ 1+ 0 3+ 3+ 1+ 0
19 3+ 2+ R 0 3+ 2+ 0 0 3+ 0 1+ 0
20 2+ 0 1+ 0 2+ 2+ 0 0 3+ 2+ 0 2+
21 3+ 2+ 1+ 2+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 1+ 0 0
22 3+ 1+ 0 2+ 3+ 2+ 0 0 3+ 2+ 0 0
23 - - - - 3+ 3+ 0 0 3+ 3+ 2+ 1+
24 1+ 0 1+ 0 3+ 3+ 1+ 2+ 2+ 1+ 2+ 1+
26 2+ 2+ 2+ 1+ 2+ 2+ 0 0 2+ 2+ 0 0
27 1+ 2+ 0 0 2+ 1+ 1+ 2+ 3+ 1+ 0 0
28 3+ 1+ 0 0 1+ 0 0 2+ 2+ 1+ 0 0
29 2+ 1+ 0 2+ 3+ 2+ 0 1+ 2+ 0 0 0

C-cocos, R-raros, H-hifas, B-bastonetes, L-leveduras, 0-ndo foram encontrados
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Figura 03 Grafico dafrequéncia absoluta dos microrganismos isolados nas trés diferentes coletas.
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5. DISCUSSAO

Durante o presente trabalho foi encontrada uma grande diversidade de espécies de
bactérias e fungos. Desde bactérias normalmente encontradas nas fezes a fungos normalmente
encontrados no ambiente. O que entra em concordancia com os trabalhos de RAMASWAMY
et a. (1991), SHARDA et al. (1991), BALASSU et a. (1992), CAMPERO et a. (1992),
KUNZ et al. (2002), ao afirmarem gque em condi¢des normais a microbiota vaginal apresentou
composicdo ¢ nimero variavel e os microrganismos encontrados neste ambiente também
puderam estar presentes na pele, fezes e cavidade oral. Segundo estes mesmos autores,
frequentemente isolaram-se Escherichia coli e Streptococcus Spp. da mucosa vaginal, o que
corrobora com os resultados encontrados.

O género Cladosporium spp. foi o fungo filamentoso mais isolado, sendo encontrado
em 26,39 % das amostras analisadas, apesar de nao ter sido citado na literatura consultada
como pertencente a microbiota vaginal de cabras na literatura consultada (Figura O1).

Na literatura ndo ha relatos de estudos da microbiota prepucial de caprinos. No
presente experimento os reprodutores 13 e 25 nao tiveram isolados para fungos, o que
diminuiu suaimportancia como inoculadores de fungos filamentosos, mas nao descartou a sua
importancia como disseminador destes microorganismos entre as fémeas. O prepucio pode
niao oferecer condigdes ideais de crescimento para estes microrganismos, mas a copula
pareceu ser um importante fator de disseminagido ou intercdmbio de microrganismos entre as
fémeas. Em relagdo as bactérias, pode-se afirmar que o macho teve importancia maior como
carreador de bactérias de uma fémea para outra do que propriamente inoculando bactérias
proprias de seu trato genital. Fato este que pdde ser confirmado através da analise do macho
namero 25, no qual foi possivel isolar apenas Micrococcus Spp. na primeira coleta (proestro
das fémeas), observando-se um aumento no nimero de isolamentos, aumento no nimero das
espécies isoladas e um possivel intercambio de bactérias entre as fémeas copuladas por este
macho.

A fase do ciclo onde houve maior percentual de espécies bacterianas isoladas foi apds
a copula, seguida de uma diminui¢ao de quase 60 % ap6s o parto, entretanto para fungos, a
fase do ciclo onde houve maior percentua de espécies isoladas foi apos o parto, cerca de 50
% amais que no periodo pds-copula.

Foram isolados varios agentes microbianos potencialmente patogénicos como
Aspergillus flavus, Escherichia coli, Listeria Spp. € Pseudomonas aeruginosa. Entretanto ndo
foram observados problemas em relagdo a prenhez ou parto em nenhuma das cabras, o que
concorda com BABA (1994) o qual cita que o isolamento de um patégeno oportunista ndo ¢
provade infecgio.

A espécie Aspergillus flavus foi isolada de 13,79 % dos animais, sem produzir nenhum
disturbio reprodutivo, sugerindo que sua patogenicidade esteja condicionada a uma eventual
gueda de resisténcia do hospedeiro, possivelmente provocada pelo uso indiscriminado de
antibioticos que desequilibram a microbiota, ou ainda pelo uso prolongado de
corticoesterdides que leva a imunossupressdo. Segundo AINSWORTH e AUSTWICK
(1973); LACAZ et d., (1991); CRUZ e ROSA (1981); JENSEN e LATGE (1995) essa
espécie € uma das mais estudadas e pode provocar aborto, sobretudo no gado bovino.

A bactéria isolada com maior freqiiéncia da vagina de cabras foi Micrococcus Spp.
(89,65 %), seguido de Bacillus spp. (29,9 %) e Escherichia coli (23 %) (Figura 02).
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A predominancia de Micrococcus spp. deve-se possivelmente ao fato de estes
microrganismos serem componentes da microbiota vaginal de cabras higidas, uma vez que
Sio comumente encontradas em outros ruminantes (GUIDO et al., 2004). Com excegdo de
Pseudomonas alcaligenes e Hafna alveo, todos 0s agentes encontrados no presente trabalho ja
foram descritos como pertencentes a microbiota de fémeas bovinas (ROCHA et al., 2004). Os
resultados sio relevantes também frente a importancia de S. aureus aureus, Escherichia coli €
Streptococcus Spp., COMO agentes etioldgicos de infecgdes oportunistas.

Analisando cabras no poés-parto, ABABNEH e DEGEFA (2006) investigaram a
microbiota bacteriana do trato genital durante o periodo pos-parto. Foram isolados
Escherichia coli, Staphylococcus aureus € Arcanobacterium pyogenes. Observaram que 0
utero e a cérvix encontravam-se livres de contaminagao bacteriana a partir do décimo dia p6s-
parto - 0 que nao foi constatado em relag@o a vagina. Concluiram que infecgdes intra uterinas
nao sdo comuns em cabras e que, Escherichia coli ¢ a bactéria mais comumente isolada no
utero de cabras.

Entretanto, em nosso trabalho, também isolamos Escherichia coli € Staphylococcus aureus
mas ndo Arcanobacterium pyogenes.

Quanto a associa¢do da citologia vaginal com o isolamento de fungos filamentosos,
verificou-se que 28,4 % das laminas apresentaram estruturas flingicas, enquanto que na
analise microbiologica 44,82 % das amostras eram positivos para fungos. Com base nestes
dados verificou-se que a citologia ndo ¢ um exame preciso no diagnostico preventivo de
enfermidades fngicas do aparelho reprodutivo, sugerindo que se empregue uma metodologia
de coloragdo, que melhor evidencie a presenca de fungos na analise citologica (Figura 03).

Associando-se 0 isolamento bacteriano das amostras vaginais com as laminas do
estudo colpocitologico, foi verificada a presenga de bactérias em todas as laminas da citologia
(100 %). Este resultado tem grande associagdo ao isolamento bacteriano que também obteve
crescimento positivo em todas as amostras analisadas. Desta forma ¢ possivel constatar que a
citologiavagina ¢ um exame preciso em relagdo a presenga de bactérias.

Apesar de ter sido observada a presenca de leveduras em 89 % das |aminas no estudo
colpocitolégico, estes microrganismos s6 foram isolados de 7,4 % dos animais. E necessario
diversificar a metodologia em meios de culturas mais apropriados ou inibitorios para fungos
filamentosos, pois deve ser considerada a hipotese de ter havido inibigdo competitiva por
fungos filamentosos no isolamento. A temperatura de incubagédo também pode ser variada na
tentativa de melhor isolar leveduras. CLEFF et a. (2003) isolaram leveduras do trato genital
de cadelas, incubando as placas a 37 °C. SANTOS (2006) isolou diversas leveduras da vagina
de caddas utilizando meio de Sabouraud 2 % com cloranfenicol, Agar Sangue com
cloranfenicol e incubando a 25 °C. ANDRADE (2006) conseguiu isolar leveduras da vagina
de gatas domésticas utilizando os mesmos métodos descritos por SANTOS (2006).
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6. CONCLUSOES

*Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam a diversidade da microbiota vaginal e
prepucial de caprinos e apontam para o fato de que podem ser carreados durante a copula.

*QO género fungico de maior prevaléncia encontrado foi o Cladosporium spp.

* Aspergillus flavus foi encontrado na vagina de cabras higidas, sendo a primeira citagdo.

*Q género Micrococcus Spp. foi altamente prevalente frente aos demais géneros bacterianos
encontrados.

*Agentes bacterianos potencialmente patogénicos como Pseudomonas alcaligenes, P.
aeruginosa € Corynebacterium Spp., foram encontrados na cavidade vaginal de cabras sem
determinar quadro clinico algum.

*Considerando-se 0s trés momentos do ciclo estral observados (proestro, pds-Copula e pos-
parto), o nimero de espécies isoladas de bactérias foi superior na fase de pds-copula e que o
numero de espécies isoladas de fungos foi maior apos o parto.

*A citologia vaginal teve associagao significativa com as bactérias isoladas, observada pela
presenca de cocos e bacilos nas laminas com crescimento bacteriano, porém a mesma
associagao nao foi obtida no isolamento para fungos filamentosos e leveduras.
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ANEXO 01

Materiais utilizados na coleta de amostras:
Luvas estéreis;

Escovas ginecol ogicas estéreis;

Swabs estéreis;

Sondas uretrais n° 08 estéreis;

Seringas de 10 mililitros estéreis;

Salina estéril;

Laminas de microscopia de borda fosca;
Cubas parafixacao dos esfregagos;

Alcool absoluto para a fixagdo dos esfregagos;
Etiquetas de identificagao;

Tubos contendo meio de transporte;

| sopor para conservagao;

Tubos estéreis para as amostras de lavado vaginal;

Nas fémeas caprinas as coletas foram realizadas na seqiiéncia seguinte:
1. Escova ginecologica objetivando a confecgdo de esfregacos em laminas para
colpocitologia;
2. Swab paraaobtencido de amostra destinada ao cultivo e isolamento bacteriano.
3. Lavado vaginal para o estudo micologico.
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ANEXO 02

PROTOCOLO DE IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS

Laboratério de Leveduras Patogénicas e Ambientais
DMIV - UFRRJ

PROCEDENCIA : REGISTRO :

OBSERVACOES :
1- EXAME DIRETO:
2- CRESCIMENTO EM MEIOS USUAIS:
CRESCIMENTO EM MEIO COM ACIDO GRAXO :
3- MICROCULTIVO E TUBO GERMINATIVO :
PM : BL : AR: TG: CL: OUTROS:
4- ASCOSE ASCOSPOROS:
POSITIVOS:

5- OUTRASPROVAS:
SINTESE DO AMIDO :
PRODUCAO DE MELANINA :
TTC:

6- AUXANOGRAMA

KNOs 6- RAFINOSE

14- XILOSE

PEP 7- TREALOSE

15-ERITRITOL

N-ACETIL -D- 8- RAMNOSE

16-ADONITOL

GLUCOSAMINA

1-LACTOSE 9- CELOBIOSE

17-MANOSE

2- GLICOSE 10- GALACTOSE

18- DULCITOL

3- SACAROSE 11- INULINA

19-ARABINOSE

4- MELIBIOSE 12-MELEZITOSE

20-FRUTOSE

5- MALTOSE 13- INOSITOL

21-XILITOL

7- ZIMOGRAMA
1-RAFINOSE :
2-GLICOSE :
3-LACTOSE :
4-MALTOSE :
5-SACAROSE :
6-TREALOSE :
7-GALACTOSE :
IDENTIFICACAO :

PM : Pseudo micélio BL : blastoconidio
germinativo CL : clamidoconidio
blastoconidios (em cacho, ramificados) etc.

AR : artroconidio
OUTROS : presenga de capsula, formagéo dos
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TG : tubo
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