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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia e a etiologia microbiana
das vaginites e alteragbes na microbiota vaginal determinadas por implantes
intravaginais em ovelhas. Estudou-se 24 ovelhas Dorper e Dorper/Santa Inés,
divididas em trés grupos (Gl, GlI e GlIl) que receberam dispositivos intravaginais por
seis dias. Um dos grupos recebeu dispositivo intravaginal de liberagdo de
progesterona (n=8), outro com esponjas vaginais sem progesterona (n=8) e o
terceiro foi tratado com esponjas vaginais impregnadas com Medroxiprogesterona
(n=8). Gl e GllI receberam por via intramuscular 12,5 mg da PGF,a natural e 300 Ul
de gonadotrofina coridnica equina, enquanto que Glll recebeu 1,5 mL de solugéo
salina, 24 horas antes da retirada do dispositivo. O muco vaginal foi colhido com
auxilio de swabs estéreis de algod&o (antes da insergéo, no dia da retirada, 24 e 48
horas apoés a retirada do implante) e transportado até o Laboratério de Bacteriologia
Veterinaria da Universidade Federal Fluminense. As amostras foram semeadas em
Agar Sangue e ap6s o crescimento as colbnias identificadas e contadas. Realizou-se
ainda o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Ao inicio do experimento
obteve-se 68,2% isolados com caracteristicas do género Staphylococcus, cinco em
cada grupo, sendo 60% Staphylococcus coagulase-positivos (CoPS), classificados
como Staphylococcus aureus. Verificou-se que 66,6% dos isolados demonstraram
resisténcia a pelo menos uma droga testada. No dia da retirada dos implantes, 100%
das ovelhas apresentaram sinais de vaginite. Das amostras estudadas, 72,7% foram
identificadas como Escherichia coli, 18,2% como Klebsiella pneumoniae, e 9,1%
como Staphylococcus epidermidis. Todos os isolados demonstraram resisténcia a
pelo menos uma droga testada. A andlise quantitativa demonstrou que em todos os
momentos de avaliagdo os animais dos trés grupos estudados apresentaram
contagens de coldnias similares (inferior a 300 UFC/mL). Ja a analise qualitativa
demonstrou ao inicio do experimento 68,2% de cocos Gram-positivos nos trés
grupos. No momento da retirada dos implantes, verificou-se a predominancia de
bastonetes Gram-negativos do grupo coliforme (90,9%), nos trés grupos estudados,
retornando a microbiota normal 24 e 48 horas apods a retirada. Conclui-se que
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis sdao os constituintes
predominantes da microbiota vaginal normal de ovelhas e os coliformes identificados
como oportunistas predominantes nos casos de vaginite, ndo sendo a progesterona
a unica implicada nesta ocorréncia, visto que uma associacdo entre seu efeito
imunossupressor e a irritagdo mecanica do dispositivo foi verificada.

Palavras-chave: vaginite, microbiota vaginal, ovelha, implante intravaginal.



ABSTRACT

The purpose of the present study was to evaluate the incidence and microbial
etiology of vaginitis in ewes, as well as the changes in their vaginal microflora caused
by the use of intravaginal implants. Twenty-four (24) Dorper and Dorper/Santa Inés
ewes divided in three groups (Gl, Gll and Glll) were studied. Intravaginal devices
were placed in the ewes for six days, according to the following: the first group
received progesterone—releasing intravaginal devices (n=8), the second group,
vaginal sponges without progesterone (n=8) and the third group, vaginal sponges
impregnated with Medroxyprogesterone (n=8). Gl and GIl received 12.5 mg of
natural PGF,a and 300 IU equine chorionic gonadothrophin, while Glll received 1.5
mL of saline solution 24 hours before the device was removed. Vaginal mucus
samples were collected using sterile cotton swabs (before the insertion, at the day
the implant was removed, 24 and 48 hours after the implant was removed) and taken
to the Laboratory of Veterinary Bacteriology of Universidade Federal Fluminense.
The samples were cultured in blood agar, and then the colonies were identified and
counted. An antimicrobial susceptibility test was also conducted. At the beginning of
the trial, 68.2% of the cultures isolated presented characteristics of the genera
Staphylococcus, five in each group, of which, 60% were coagulase-positive
Staphylococcus (CoPS), classified as Staphylococcus aureus. Sixty-six percent
(66.6%) of the isolates were resistant to at least one of the drugs tested. On the day
the implants were removed, 100% of the ewes had developed signs of vaginitis. Of
the samples studied, 72.7% were identified as Escherichia coli; 18.2% as Klebsiella
pneumonia; and 9.1% as Staphylococcus epidermidis. All the isolates showed
resistance to at least one of the drugs tested. Quantitative analysis demonstrated
that animals from the three groups studied showed similar colony counts (lower than
300 CFU/mL) throughout the assessment. The qualitative analysis showed 68.2% of
Gram-positive cocci in the three groups at the beginning of the trial. At the time the
implants were removed, the three groups studied showed predominance of coliform
Gram-negative rods (90.9%). Microflora returned to normal levels 24 to 48 hours after
the implants were removed. In conclusion, Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis are the predominant components of the regular vaginal
microflora of ewes and coliforms are identified as the predominant opportunistic
agents in cases of vaginitis. Progesterone was not the only agent involved in such
event, since an association between the immunosuppressive effect of progesterone
and the mechanical irritation caused by the implant device could also be observed.

Key words: vaginitis, vaginal microflora, ewe, intravaginal implant.
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1 INTRODUCAO

A procura por carne ovina vem crescendo consideravelmente no Brasil,
sendo a demanda atual bem maior do que a oferta. No entanto, para atender este
mercado e manter o crescimento deste agronegdcio é necessario que a produgéo de
cordeiros seja suficiente e constante durante todo o ano. O pais detém apenas
1,45% do efetivo do rebanho mundial de ovinos e indicadores de desempenho
inferiores a média mundial, com desfrute de 30,00%, enquanto a média mundial foi
de 47,30% (SIMPLICIO; SIMPLICIO, 2006).

A criacao tecnificada de ovinos no Estado do Rio de Janeiro € um fenbmeno
recente. A reprodugao € um pré-requisito para qualquer sistema de producéo animal
e a eficiéncia reprodutiva tem papel primordial neste contexto. Uma das formas de
melhorar a eficiéncia reprodutiva ocorre com a utilizacdo de biotécnicas da

reproducao, que levam a reducgao do intervalo de partos.

A inducéo e sincronizagdo do estro por implantes intravaginais impregnados
por progesterona séo ferramentas de manejo usadas em rebanhos ovinos tanto no
periodo reprodutivo como no anestro. Esta ferramenta permite programar as
estagdes de acasalamento e nascimento, permitindo driblar as variagdes sazonais
da oferta de forragens, além de concentrar o manejo do rebanho. Entretanto, na
retirada do implante ao término do tratamento, muitas vezes observa-se uma
descarga vaginal mucopurulenta e um aumento na microbiota bacteriana vaginal,

podendo levar a baixas taxas de prenhez.



Em ovelhas, observou-se que a populagao bacteriana, apesar de aumentar
temporariamente, muitas vezes retornava ao normal dois dias apds a retirada da
esponja (SUAREZ et al., 2006); entretanto, a comparagao da populagédo bacteriana
durante o estro de animais submetidos a tais implantes nao foi descrita. Estas
mudangas na microbiota vaginal podem ser atribuidas a agao fisica dos implantes e
também devido a constante absorcdo e retencdo das secregdes vaginais pelos
implantes vaginais durante o tratamento hormonal, o que estimula o crescimento
microbiano.

O conhecimento sobre a microbiota vaginal normal € de extrema importancia
para o diagnostico, prognostico e tratamento adequados das anormalidades do trato
reprodutivo em diversas espécies. A vaginite € uma das mais comuns infecgdes que
afetam o trato reprodutivo, e pode ser determinada por microrganismos que agem
como invasores secundarios e oportunistas. Dentre estes, membros do género
Staphylococcus sp., 0s mais comuns dentre 0s microrganismos encontrados na
microbiota vaginal normal, tém sido relatados, ndo somente em ovinos mas também
em outros ruminantes, como bovinos e caprinos.

Desta forma, uma melhor compreensao das espécies que ocorrem na
microbiota vaginal e de sua susceptibilidade aos antimicrobianos certamente seréao
de grande valia para o correto manejo das vaginites nos animais com implantes

vaginais, contribuindo para a eficiéncia reprodutiva dos rebanhos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS REPRODUTIVAS DOS OVINOS

2.1.1 Ciclo estral da ovelha

Estudos tém mostrado que a taxa de gestagdo de um rebanho esta
relacionada as taxas de ovulagdo, concepgao e mortalidade embrionaria (PLANT,
1981; GUNN et al.1984). Estes trés fatores sao, de certa maneira, influenciados
tanto pelo manejo quanto pelo nivel nutricional. Problemas sanitarios podem agravar
ainda mais o quadro, por levarem a uma perda do estado nutricional do rebanho,
(SILVA, 1992).

Moraes et al. (2002); Suiter (2004) sugeriram que para a obtencao de 6tima
produtividade € necessario que as ovelhas estejam, preferencialmente, com escore
da condigdo corporal 3 (anexo 9.1), lembrando que o parto e a lactagdo levam a
perdas normais da condigéo corporal. Gunn et al. (1984) sugeriram 2,5 como escore
corporal médio para se obter taxas de ovulacdo satisfatérias, pois constataram
pouca influéncia do estado nutricional na taxa de ovulagdo, no decorrer do periodo
de monta.

O ciclo estral € um conjunto de eventos que se repetem, sucessivamente,
como resultado da interagdo coordenada de quatro entidades: sistema nervoso
central, eixo hipotalamo-hipdfise, ovarios e utero (GONZALEZ, 2002). Na ovelha,

tem duracdo média de 17 a 21 dias, apresentando uma fase lutea de 13 a 17 dias e



uma fase folicular de quatro dias. Nesta ultima, os horménios FSH e LH, secretados
pela hipdfise, controlam o desenvolvimento folicular e a esteroidogénese,
culminando na secregdao de estrégenos que levam ao comportamento de estro
(FONSECA, 2005).

A fase lutea inicia-se logo apdés a ovulagdo, num processo chamado
luteinizagdo, no qual as células da teca interna e da granulosa sofrem alteracdes
morfobioquimicas marcadas pela intensa angiogénese, proliferacdo de células
fibroblasticas e hipertrofia das células luteas. A medida que a fase lutea progride, o
corpo luteo (CL) sintetiza uma concentragado crescente de progesterona até que
chegue a um platd, por volta do dia seis, e que se mantém até a lutedlise (MORAES,
2002).

Gonzalez (2002) considera que, de forma geral, o periodo de receptividade ao
macho tem duracéo de 24 a 48 horas, podendo variar de acordo com a raca e a taxa
de ovulagado. Entretanto, para Mobini (2002), o estro na ovelha varia de 15 a 45
horas (média de 30 horas).

A ovulagao é espontanea e ocorre por volta de 24 a 27 horas (CAVALCANTI,
2008) ou 21 a 45 horas (MOBINI, 2002) apés o inicio do estro.

2.1.2 Estacionalidade Reprodutiva

A influéncia do ambiente sobre o organismo € um fenbmeno em constante
modificagdo e adaptagdo. Um dos mecanismos adaptativos € a estacionalidade
reprodutiva, que permite as espécies gerar crias em momentos de maior
probabilidade de sobrevivéncia, quer pela adequacao climatica-ambiental, quer pela
disponibilidade de alimentos (BICUDO; SOUSA, 2003).

A ovelha é um animal poliéstrico estacional de dia curto. O estimulo para a
manifestacdo e/ou intensificacdo dos fendbmenos reprodutivos € o decréscimo no
numero de horas de luz por dia (fotoperiodo) (SENGER, 1999; FONSECA, 2005).

A duragao da estacido sexual varia de acordo com a extensdo do dia, com a
raca e com a nutricdo. Nas zonas tropicais, onde essa variacdo € menor, a tendéncia
dos ovinos e caprinos locais é reproduzir-se durante o ano todo (SASA et al., 2002;
JAINUDEEN et al., 2004). Por esse motivo, quando as ragas das zonas temperadas

sdo introduzidas nos tropicos, elas perdem essa estacionalidade gradualmente e



adquirem os padrdoes de reprodugao caracteristicos do novo ambiente. Ovinos
mantidos mais proximos a linha do equador sido, habitualmente, menos vulneraveis
as variagdes sazonais (BICUDO; SOUSA, 2003; JAINUDEEN et al., 2004).

Ovinos das ragas Santa Inés, Morada Nova ou de ragas nativas brasileiras
apresentam atividade reprodutiva durante todo o ano, mesmo em areas proximas
aos trépicos, o que nao acontece com ovinos lanados (llle de France, Suffolk,
Merino) (FONSECA, 2005). Segundo Traldi (2000), as ragas deslanadas nao
apresentam estacionalidade reprodutiva na regido sudeste do Brasil.

As informacbes do fotoperiodo sdo transmitidas por um caminho complexo
que envolve etapas neurais € humorais. O fotoperiodo é primeiramente percebido
pela retina e, entdo, o estimulo nervoso resultante é transmitido por um caminho
neural que envolve o0 nucleo supraquiasmatico e o ganglio cervical superior para
glandula pineal, onde a mensagem modula o ritmo de secre¢do de melatonina. A
duracao da secregcao de melatonina €, entao, processada para regular a atividade do
hipotalamo, hipoéfise e eixo gonadal. A melatonina é secretada somente na escuridao
e, portanto, a duracdo da secrecéao difere entre os dias longos e curtos (KARSCH et
al., 1988). A melatonina age no hipotalamo mediobasal para modular a pulsatilidade
da secregao de GnRH (LINCOLN; MAEDA, 1992; MALPAUX et al., 1993).

Proximo ao final do anestro estacional, a atividade dos mecanismos inibitérios
sobre a frequéncia e amplitude dos pulsos do LH esta diminuida (KARSCH et al,
1988). A liberacdo da melatonina € o modulador nesse processo, tornando os
centros hipotalamicos de liberagao tonica de GnRH menos sensiveis ao controle
retrogrado negativo exercido pelo E, restaurando, progressivamente, os padrdes de
secrecao de LH, com consequente estimulagdo da produgcao de E, pelos foliculos
ovarianos. Quando as concentragées de E, atingem o limiar estimulatério nos
centros pré-ovulatérios de LH, ocorre o pico de liberagdo deste hormdnio que
promovera a ovulagdo dos foliculos que estejam suficientemente desenvolvidos
(BICUDO; SOUSA, 2003).

Quando o primeiro pico pré-ovulatério de LH é induzido, os grandes foliculos
nem sempre estdo maduros a ponto de responder a liberagdo de LH e
desenvolverem um CL normal. Durante a fase de transi¢ao, tem-se observado fase
lutea de curta duracdo, podendo ser resultado da ovulacido de um foliculo antral
prematuro (LEGAN et al.,, 1985). O aumento da concentragdo plasmatica de P4

ocorre, aproximadamente, quatro dias antes da primeira ovulagdo da estagao



reprodutiva, sugerindo a possibilidade de luteinizacdo dos foliculos anovulatérios
(BARTLEWSKI et al.,1998) ou de um CL de curta duracdo (HUNTER et al.,1989).

As secrecdes circulantes de FSH sofrem poucas mudangas estacionais
quando comparada com a liberagcéo de LH (KARSCH et al., 1984). As concentragdes
de FSH estdo relacionadas com a emergéncia de um foliculo, durante e fora da
estacao reprodutiva (BARTLEWSKI et al., 1998).

2.1.3 Sincronizacio de estro

A sincronizagdo de estro em bovinos e ovinos € uma biotécnica reprodutiva
que permite a concentragdo da inseminagdao e da paricdo em épocas desejaveis
dentro dos sistemas de produgao (MORAES, 2002). O principal objetivo € conseguir
sincronizar o momento da ovulagao e trabalhar com Inseminacéo Artificial em Tempo
Fixo (IATF).

E importante observar a diferenga entre inducdo e sincronizacdo de estro.
Segundo Moraes (2002), a sincronizagao consiste em encurtar ou prolongar o ciclo
estral através da utilizacdo de horménios ou associagbes hormonais que induzam a
lutedlise ou prolonguem a vida do corpo luteo (CL). Ao contrario, a indugao de estros
consiste em induzir o estro de animais em anestro, pela utilizagdo de hormbnios ou
praticas de manejo.

Existem diversos métodos de indugao e sincronizacdo de estro em pequenos
ruminantes, tais como: efeito macho (LUCIDI et al., 2001), indugdo hormonal por
esponjas vaginais de progesterona e injegdo de gonadrotofina coribnica equina
(eCG) (GORDON, 1997), indugao hormonal por implante de melatonina (TRALDI,
2000), uso de prostaglandinas (RUBIANES; MENCHACA, 2003), e utilizagdo de
fotoperiodo artificial (MOBINI et al, 2002).

A resposta ovariana em ovelhas e cabras a sincronizacido do estro varia com o
tipo de esponja vaginal e de progestageno utilizados, com o estagio da estacao
reprodutiva, com o estado nutricional, com o meio ambiente, com o estresse e com o
efeito macho (AMARANTIDIS et al., 2004). Outros autores também consideram a
raga, a época do ano e se a fémea é nulipara ou pluripara (LUCIDI et al., 2001;
CAVALCANTI, 2008).



Os tratamentos classicos de inducdo e sincronizacdo de estro com
progestagenos em ovelhas sao largamente usados e duram de 12 a 14 dias. A
utilizacdo de esponjas impregnadas com progesterona ou similares, por periodos
longos, baseia-se no fato de que havera periodo suficiente para que ocorra
regressao luteal natural, sem a necessidade do uso de agentes luteoliticos
independentemente da fase do ciclo estral (MENCHACA; RUBIANES, 2001). Porém,
alguns autores (VINOLES et al., 2001; MENCHACA; RUBIANES, 2004) relatam que
esses tratamentos resultam numa alta porcentagem de animais em estro, mas com
fertilidade mais baixa do que a dos animais com estro natural.

Segundo Menchaca; Rubianes (2004) a explicagao para isso € que durante o
ciclo estral normal a concentracdo de progesterona aumenta gradualmente até a
lutedlise, o contrario do que acontece quando se utiliza dispositivos impregnados
com progestagenos. Nesse caso, ocorre primeiramente uma alta concentragao de
progesterona (supraluteal) na circulagcdo nos seis primeiros dias e apds isso
concentragdes baixas (subluteais). E acrescentaram que, em ovelhas, concentragdes
subluteais de progesterona causam crescimento excessivo e persisténcia do maior
foliculo, pois promovem o aumento da pulsatilidade do LH sem, no entanto, promover
o pico pré-ovulatorio (VINOLES et al., 1999) aumentando desta forma a idade do
foliculo ovulatério (JOHNSON , 1996).

Ja Vinoles et al. (2001) observaram que tratamentos de 12 dias com
progestagenos induziram a ovulagao de foliculos velhos. Além disso, alguns autores
relatam que inibem a emergéncia de uma nova onda folicular. Em contraste, altas
concentragbes de progesterona tém um efeito positivo no estimulo folicular
diminuindo o crescimento do foliculo dominante e promovendo a retroalimentagao
(feed-back) folicular. Fonseca e Bruschi (2006) obtiveram bons resultados em cabras
com o uso de esponja intravaginal por seis e nove dias associada a aplicagao de
prostaglandina.

Até 1964 o controle da reproducdo em ovelhas envolvia o uso de repetidas
doses de P4 ou administracdes orais de progestagenos; o tempo e o trabalho gastos
constituiam um grande obstaculo para a aceitagdo do uso dessas técnicas
comercialmente (GORDON, 1997). O periodo necessario a administragcdo dos
progestagenos tornou os métodos injetavel e oral pouco praticos em relagdo ao
manejo (GODFREY et al., 1997). A administracdo de progestagenos se tornou

comercialmente viavel através dos esforgcos de Robinson e seus colaboradores, em



Sydney (ROBINSON, 1967; GORDON, 1997), que desenvolveram esponjas

intravaginais impregnadas com progestageno.

2.1.3.1 Implantes vaginais

Desde os primeiros trabalhos realizados por Robinson em 1967, implantes
intravaginais impregnados por progesterona tém sido utilizados para sincronizagéo e
inducédo de estro, bem como para pré-tratamento em programas de superovulagao
em cabras e ovelhas (MENCHACA; RUBIANES, 2004; SUAREZ et al., 2006).
Entretanto, na retirada do implante ao término do tratamento frequentemente
observa-se uma descarga vaginal putrida (SCUDAMORE, 1988; SUAREZ et al.,
2006) acompanhada de aumento na microbiota bacteriana vaginal (AMIN, 1996;
SUAREZ et al., 2006).

Dentre os diversos tipos existentes, os implantes intravaginais de
progesterona (CIDR) e as esponjas intravaginais impregnadas com progestagenos,
como o acetato de medroxiprogesterona (MAP) ou o acetato de fluorogestona
(FGA), sao comumente utilizados para sincronizagcdo do estro em ovelhas
(DELIGIANNIS et al., 2005; LUTHER et al., 2007). Segundo Martinez-Garcia et al
(2007) os tratamentos com progestagenos exercem seu efeito alterando a liberagao
de gonadotrofinas, o crescimento folicular e 0 ambiente uterino.

A liberacao inicial de progestageno das esponjas intravaginais é alta, mas
diminui 63% entre dois e 13 dias de uso (GREYLING et al., 2004). Similarmente, a
liberagdo de progesterona do CIDR resulta em um aumento nas concentracdes
plasmaticas de progesterona durante trés a quatro dias e a partir do sexto dia essas
concentragdes diminuem (WHEATON et al., 1993; RUBIANES et al., 1998). Ao final
do tratamento por 12 dias com esponjas impregnadas com MAP, Barret et al. (2004)
obtiveram concentragcbes plasmaticas de progesterona entre 0 e 1ng/mL, o que
corresponde a concentragdes subluteais.

Em bovinos, se forem mantidas concentra¢des subluteais de progesterona (1
a 2 ng/mL) ocorrera o crescimento prolongado do foliculo ovulatorio, dando origem a
foliculos persistentes (SIROIS; FORTUNE, 1990), devido ao aumento na freqténcia
dos pulsos de LH (MIHM et al.,, 1999). Estas concentragdes de progesterona

ocorrem quando as fémeas bovinas, sem atividade de CL, s&o tratadas com



dispositivo intravaginal por longos periodos e a liberagdo de progesterona do
dispositivo diminui (SIROIS; FORTUNE, 1990). Nesta espécie, os odcitos dos
foliculos persistentes sofrem maturagdo prematura in vivo, ou seja, uma precoce
resolugdo da meiose, o que provavelmente favorece a baixa fertiidade (REVAH,;
BUTLER, 1996). A meiose encontra-se parada no estagio de dipléteno e
normalmente se reinicia com o pico pré-ovulatério de gonadotrofinas. Estas
suprimem a produgao do fator inibidor de meiose pelas células da granulosa,
desencadeando seu reinicio (HAFEZ; HAFEZ, 2004).

Bicudo; Sousa (2003) testaram em ovelhas um protocolo de
indugao/sincronizacdo de estro de curta duragdo (seis dias) comparando-o ao
protocolo tradicional de longa duragdo (12 dias), durante a estag&o reprodutiva, em
260 ovelhas da raca Suffolk, na regido de Aragatuba, SP. Foi utilizada esponja
vaginal impregnada com 60mg MAP associada a 100ug de cloprostenol e 350 a 400
Ul de eCG via intramuscular dois dias antes da retirada da esponja (D4) no protocolo
de curta duracdo e no momento da retirada do implante no protocolo de longa
duragédo. No D6 ou D12 a esponja vaginal foi removida. Verificou-se que no periodo
compreendido entre 55 e 72 horas, os percentuais de ocorréncia de estro foram
100% no protocolo de curta duragédo e 88,5% no de longa. O protocolo curto
apresentou menor dispersdo na manifestacdo do estro e foi eficaz na
inducdo/sincronizacdo do estro de ovelhas durante a estacdo reprodutiva, com a
totalidade delas manifestando estro em até 72 horas apds a retirada do implante de
progesterona.

Dixon et al. (2006) compararam o uso de dois CIDR’s por 12 dias com o estro
natural e observaram 97,7% das ovelhas em estro 60h apds a introdugcdo do macho
no grupo tratado e 41,6% no grupo controle (P<0,01). Apesar da diferenga do
nuamero de animais em estro, os autores nao observaram diferencas no
desenvolvimento folicular e na taxa de concepcgao. Este estudo demonstrou que a
sincronizagdo com uma maior concentragdo de progesterona (dois dispositivos)
resulta em grande resposta de estro, porém a fertilidade se mantém comparavel a
obtida com estro natural, em contraste a reducao na fertilidade nas ovelhas tratadas
com baixas dosagens de progesterona observadas em alguns estudos (ALLISON;
ROBINSON, 1970; VINOLES et al., 2001), embora ndo em outros (EVANS et al.,
2001).



Em outro estudo, Vifoles et al. (2001) comparando a duragdo do tratamento
com progestagenos em ovelhas reportaram que um tratamento longo, de 12 dias de
duragao, provocaram a ovulagdo de foliculos com idade de 7,8 £ 0,2 dias em
comparagao aos foliculos de 5,4 + 0,4 dias do tratamento curto (seis dias). Essas
diferencas foram refletidas na fertilidade, que foi menor no grupo com tratamento
longo (63%) quando comparado com o grupo com tratamento curto (87%).

Prosperi et al. (2003) avaliaram a utilizagdo de esponjas intra-vaginais
contendo MAP por um periodo de seis dias contra nove dias em cabras Saanen
nuliparas e a taxa de gestagao foi de 100% nos dois grupos avaliados, mostrando
assim, a eficacia da indugao do estro em protocolos curtos em caprinos.

Fonseca et al. (2005) conseguiram bons resultados em cabras Toggenburg
com o uso de esponja intravaginal associada a aplicagdo de prostaglandina. E
observaram que 89,5% e 84,2% das fémeas apresentaram estro apds o tratamento
com progestagenos de seis e nove dias, respectivamente (P>0,05).

Em experimento com ovelhas rabo largo no Ird, Shahneh et al. (2006)
observaram, durante o anestro, que sete dias de tratamento com progesterona
(CIDR) comparado com 12 dias, ambos associados a 600 Ul eCG, aumentou
significativamente a taxa de gestagdo no primeiro estro apds a introducdo do
carneiro (70 = 4,8% vs 37,5 £ 5,2%).

Knights et al. (2001) demonstraram que o pré-tratamento com progesterona
por cinco dias antes da introdugao do macho foi suficiente para induzir o estro em
ovelhas e aumentar as taxas de gestagao de 20% para 77%. Os autores enfatizaram
que o periodo minimo de exposi¢do a progesterona, necessario para induzir o
comportamento de estro seria, provavelmente, de trés a cinco dias. E associaram
que o aumento da fertilidade em ovelhas sincronizadas com altas dosagens de
progesterona pode ser devido a melhora do transporte espermatico, a sincronia no

inicio do estro com o pico de LH ou ao padrao de desenvolvimento folicular.

2.1.4 Microbiota vaginal

O trato genital feminino possui caracteristicas unicas que favorecem o
crescimento de microrganismos especificos. E composto de diversos

microambientes, tais como o epitélio escamoso vaginal, o epitélio colunar da cérvix e



as glandulas cervicais. Cada um desses locais hospeda sua propria microbiota
bacteriana com uma pequena diferenca de padrdao bioquimico e fisico, fortemente
associado com as caracteristicas da microflora bacteriana (BEZIRTZOGLOU et al.,
2008).

Estudos realizados em mulheres demonstraram que a microbiota vaginal ndo
€ uma entidade estatica, apresentando um padrdo dinamico, com variagdoes
ocorrendo durante o ciclo reprodutivo (BARA et al., 1993; BEZIRTZOGLOU et al.,
2008). Esta modificacdo também esta correlacionada ao grau de maturacéo do
epitélio vaginal (BEZIRTZOGLOU et al., 2008). Em cadelas, resultados similares
demonstrando a influéncia da progesterona como fator predisponente a infecgdes
vaginais e uterinas foi também descrita (DHALIWAL et al., 1999), demonstrando que
aparentemente este mecanismo se mantém em todas as fémeas de mamiferos.

Embora microrganismos estejam adaptados a mudangas no seu ambiente,
estes sdo caracteristicamente afetados tanto quantitativamente quanto
qualitativamente por mudancas no substrato em que eles se desenvolvem. Como
exemplo, observa-se que as mudancas reprodutivas na mulher demonstram
variagbes fisiolégicas e hormonais que sao invariavelmente acompanhadas por
alteragdes da microbiota (BARA et al., 1993; BEZIRTZOGLOU et al., 2008).

Existem evidéncias clinicas que alteragbes hormonais influenciam na
manifestacéo de episddios de candidiase vulvovaginal havendo grande incidéncia de
vaginite por Candida albicans em mulheres gestantes, mulheres recebendo doses
elevadas de estrogénio contraceptivo ou em tratamento de reposicao de estrogénio
no periodo pés-menopausa. O estradiol seria responsavel por estimular C. albicans
a mudar da forma leveduriforme para a forma filamentar que atravessam o epitélio
vaginal cornificado apds tratamento com este horménio. Por outro lado, a
progesterona parece ter um efeito inibitério na patogenicidade de Candida sp.,
possivelmente por inibicdo da fungdo dos mondcitos (SONNEX, 1998).

A microbiota de cada tecido € um ecossistema em miniatura que é afetado
por uma variedade de fatores enddégenos e exégenos. Em particular a cérvix e
vagina representam nichos verdadeiros para organismos especificos, sendo
predominantemente observados Lactobacilos (50-75%) na microbiota normal da
mulher (BEZIRTZOGLOU et al., 2008) e ovelhas (MARTINS et al., 2009).

Este género possui papel critico ao prevenir a excessiva proliferacédo de

microrganismos, impedindo o aparecimento de cervicites e vaginites. Este efeito é



resultado da associacdo entre os lactobacilos e o epitélio vaginal, levando a
formagao de uma biopelicula que o protege (MARTIN et al., 2008).

E importante frisar que, na mulher e na rata, a recuperagdo de bactérias
anaerdbicas, caracterizando uma microbiota bastante diversificada, composta por
microrganismos tais como Bacteroides (34%), Peptococcus (32%), Clostridium
(17%), Eubacterium (10%), Fusobacterium (8%), Bifidobacterium (3%) e Veillonella
(2%) e aerobicas facultativas tais como Staphylococcus epidermidis (35-80%), S.
aureus (5-15%) e Streptococcus sp. (40%) em numero significativo € determinante
para a fungdo balanceada do epitélio vaginal (BARA et al., 1993; BEZIRTZOGLOU
et al., 2008).

Alteragbes relativas a géneros bacterianos e frequéncia de isolamento
também foram identificadas em fémeas caprinas (BARA et al., 1993; DHALIWAL,
2001) e bovinas (OTERO et al., 2000), estando relacionadas a oscilagdes hormonais
caracteristicas do ciclo estral, em especial durante a fase estrogénica (BARA et al.,
1993; OTERO et al., 2000; DHALIWAL, 2001).

Bactérias do género Staphylococcus tém sido descritas como membros da
microbiota normal da vagina de primatas nao-humanos como chimpanzés, babuinos,
bugios e macacos Rhesus. O género Staphylococcus esta presente também na
microbiota de mico ledo dourado tendo sido recuperado em 100% das amostras de
swabs vaginais. Nestes primatas, Staphylococcus coagulase negativa foi o mais
freqientemente encontrado, representando 68% dos isolados. A espécie mais
isolada foi S. simulans seguida de S. saprophyticus, S. epidermidis e S. arlettae
(LILENBAUM et al., 2006).

Sob condi¢gdes naturais o ambiente é estavel, protegendo o hospedeiro de
microrganismos patogénicos ou sapréfitas potencialmente patogénicos. Esta
microbiota € composta de bactérias dos géneros Staphylococcus sp., Streptococcus
sp. e, em menor escala, de membros do grupo coliformes. Staphylococcus
coagulase negativa e Streptococcus a-hemolitico sdo também isolados da vagina de
vacas adultas durante diversos periodos do ciclo reprodutivo. Com relagéo ao grupo
coliforme a espécie mais observada é Escherichia coli (OTERO et al., 2000).

Em bovinos, o numero de Lactobacilos observado € pequeno, contrariamente
aos resultados descritos para a vagina humana, do camundongo e macaco,
entretanto este numero aumenta com a maturidade hormonal e durante o estro.

Estes, assim como no ser humano, tém importante participacdo na defesa do trato



reprodutor. Este fato pode ser confirmado pela inoculagdo intra-uterina de
Lactobacilos, haja vista que esta foi capaz de estimular as células do sistema imune
(OTERO et al., 2000).

Ja PETIT et al. (2009) e SHELDON et al. (2008) complementam que, além de
Streptococcus spp. e Staphylococcus spp., Bacillus spp. também pode ser isolado
de fémeas saudaveis. Os mesmos autores, em vacas com alteragdes reprodutivas,
verificaram a presenca de Arcanobacterium pyogenes, E. coli e anaerdbios Gram
negativos, tais como Fusobacterium necrophorum e Prevotella melaninogenica.

Em bufalas este achado é corroborado por Jadon et al. (2005). Estes autores
citam como organismos componentes da microbiota Staphylococcus spp,
Streptococcus spp, E. coli, Corynebacterium spp, Proteus spp. e Pseudomonas
aeruginosa.

Segundo BARON et al (1994) a frequéncia de Staphylococcus spp. coagulase
negativa esta diretamente associada a facilidade de acesso a regido cérvico-vaginal,
por ser membro da microbiota normal da superficie epitelial integra e genitalia
externa, uma vez que nesses locais o meio ambiente é favoravel ao seu
desenvolvimento. Para a espécie Streptococcus spp. sua ocorréncia também pode
ser atribuida as adaptagdes que permitiram que estes microrganismos
encontrassem condi¢cdes favoraveis ao seu desenvolvimento na regido genital,
proporcionado pelo facil acesso e ampla distribuicdo no meio ambiente (SAWYER,
1977).

No entanto, espécies patogénicas dos Streptococcus spp. foram descritas na
mucosa do trato genital de fémeas caprinas (CARTER, 1988). Ja Staphylococcus
coagulase positiva € uma bactéria comensal de pele e membranas mucosas, além
de possuir grande capacidade de sobreviver no hospedeiro animal. Porém, em
situacbes de diminuigdo da resposta imunoldégica do hospedeiro, torna-se
responsavel pelo desencadeamento de desordens infecciosas (MAHAJAN;
KATOCH, 1997).

A presenca de E. coli é atribuida também a facilidade de acesso a cérvix e
vagina, decorrente da disposicdo anatbmica da vulva nas fémeas caprinas
(FASANYA et al.,, 1987). Ja a presengca de Staphylococcus aureus e E. coli foi
evidenciada em swabs vaginais de cabras pluriparas e primiparas até 25 dias apos
parto (ABABNEH; DEGEFA, 2006).



Em ovelhas a presenca de Achromobacter spp., Alcaligenes spp., Bacillus
spp., Corynebacterium spp., Streptococcus spp. e E.coli. na microbiota normal da
vagina e cervix foi descrita (SAWYER, 1977).

2.1.4.1 Mecanismos de defesa imune da vagina

A vagina, cérvix e utero de fémeas humanas e muitos animais domésticos
contém diversas células do sistema imune que sao responsaveis tanto pela
imunidade inata quanto pela especifica. Entretanto, o niumero e atividade da maioria
destes tipos celulares varia significativamente durante as fases do ciclo reprodutivo,
0 que se acredita ser controlado por mudangas na concentracdo de hormdnios
sexuais femininos, tais como estradiol e progesterona (BARA et al., 1993;
BEAGLEY; GOCKEL, 2003). Em mulheres, foi demonstrado que o recrutamento de
neutrofilos para o trato reprodutor feminino, concentragao de anticorpos nos fluidos
cérvico vaginais, respostas de células T e susceptibilidade a doengas sexualmente
transmissiveis sdo afetadas pelo estagio do ciclo estral (BEAGLEY; GOCKEL,
2003).

Além das defesas especificas, caracteristicas proprias do ambiente vaginal
interferem na microbiota local. O pH fisiolégico da vagina é de aproximadamente 4,0.
Este ambiente acido inibe parcial ou totalmente o desenvolvimento da maior parte
das bactérias procedentes do trato digestivo e do ambiente, sendo assim um
mecanismo de prote¢cdo da mucosa muito eficaz. Ja em casos de vaginite, o
exsudato verificado apresenta pH préximo a neutralidade (MARTINS et al., 2008).

Na maioria das fémeas, inclusive em vacas e ovelhas, o utero parece ser
capaz de impedir as bactérias, que normalmente o colonizam no pés parto, de se
proliferarem e causarem infecgdes (LEWIS, 1997; SEALS et al., 2002 a,b).

Segundo Sonnex (1998) as citocininas e os horménios sexuais possuem um
papel central na regulagdo da resposta imune de mucosas no trato reprodutor
feminino. A presenca de progesterona leva a um comprometimento da fungéo imune
enquanto que a presenga de estrogenos, na maioria das circunstancias esta
associada com fungao imune elevada (EWIS, 1997; RAMADAN et al, 1997). Uma
curta exposicdo a progesterona luteal ou exdgena ira desregular as fungdes

imunoldgicas e, em alguns animais, inclusive em ovelhas, transformar o utero de um



orgao resistente a um 6rgao susceptivel a infeccoes (BLACK et al., 1953; ROWSON
et al., 1953; SEALS et al., 2002b; LEWIS, 2003a; SEALS et al., 2003).

Porém, pouco além do fato da progesterona induzir a sintese uterina de
proteinas imunossupressoras € conhecido sobre o mecanismo responsavel na
transformacado do utero de resistente a susceptivel a infecgdes (RAMADAN et
al.,1997; SEGERSON et al., 1997, SEALS et al., 2002b; LEWIS, 2003b; SEALS et
al., 2003).

Uma explicagdo para este fato parece ser a influéncia deste horménio na
sintese de compostos biologicamente ativos, tais como prostaglandinas e
leucotrienos. Estudos demonstram que a PGE; pode levar a reducgao, principalmente
da fungdo de células de defesa, mais precisamente linfocitos e neutrofilos, e a
PGF.a ao aumento da funcdo das células relacionadas a imunidade (TIZARD, 1996;
SEALS et al., 2002b, SEALS et al., 2003; WULSTER-RADCLIFFE et al, 2003).

Logo, mudangas no padrao de secregcao de PGF.a e PGE; podem mediar o
efeito da progesterona na resposta a infecgdo bacteriana. Este fato pode ser
confirmado pela inoculagéo intra-uterina com bactérias patogénicas em ovelhas no
pos-parto ou ovariectomizadas neste periodo. A auséncia fisiolégica de
progesterona observada nestes casos nao parece favorecer a ocorréncia de
infeccées do trato reprodutivo; no entanto, apds tratamento com progesterona de
origem exogena, tal ocorréncia parece ser aumentada, conforme verificada para
diversas espécies, como vacas, porcas e coelhas (SEALS et al., 2002b).

Sob a influéncia da progesterona, linfocitos apresentam uma resposta
proliferativa reduzida, além de reducdo da quimiotaxia de neutréfilos, producédo de
anions superdéxido e destrui¢ao final de patégenos (SEALS et al., 2003).

Estrogenos aumentam a migracéo neutrofilica e a quimiotaxia. Influenciam
também a resposta humoral, uma vez que aumentam a producdo de IgM em
resposta a antigenos T dependentes, aumentam a expressao de imunoglobulinas
nas células plasmaticas e a proliferacao de células B (SONNEX, 1998).

As mudancas enddcrinas durante o ciclo estral regulam os niveis de IgA e IgG
nas secregdes uterina e cérvico-vaginal de ratas. Durante o estro ha um decréscimo
da concentragdo nivel de IgG na vagina, um fato provavelmente relacionado a
diminuicdo da transudacéo de IgG do soro, secundaria ao espessamento do epitélio
vaginal que ocorre neste estagio do ciclo. O aumento de células plasmaticas IgA nos

tecidos genitais do camundongo durante o proestro e estro parece estar



correlacionado ao aumento de IgA neste momento. Com relagdo a apresentacao
antigeno vaginal esta € inibida pelo estradiol, mas nao pela progesterona (SONNEX,
1998).

Em ovelhas a porcentagem de linfocitos na veia cava e estimulo a atividade
mitética dos linfoécitos B e T foram maior durante o estro que no diestro. Estas
fémeas em estro foram resistentes a infeccdo uterina, porém o mesmo nao foi
observado no diestro (EWIS, 1997).

Os horménios ovarianos parecem ser fatores reguladores que favorecem a
presenca de uma grande variedade de bactérias que sdo membros da microbiota
normal do trato genital. Como exemplo, a presenga de Lactobacillus na microbiota
vaginal esta associada a efeitos protetores contra varias bactérias patogénicas
(BEZIRTZOGLOU et al., 2008).

E importante relatar que o trato urogenital e o trato urinario baixo s&o
sensiveis aos efeitos do estrogénio e progesterona durante a vida adulta, enquanto
que disfungdes ovarianas resultam em alteragdes anormais da microbiota. Estudos
epidemiologicos na mulher implicam a deficiéncia de estrogénio na etiologia de
sintomas do trato urinario baixo e seu aumento na incidéncia de infeccbes
urogenitais que acontecem apds a menopausa. Também em ratas ovariectomizadas
observa-se 0 aumento de Lactobacillus, assim como de S. epidermidis, S. aureus, E.
coli, C. perfringens e Bacteroides (BEZIRTZOGLOU et al., 2008).

A resposta uterina a infecgado por E.coli e A. pyogenes durante o estro e a
fase luteal do ciclo estral em porcas foi semelhante a resposta uterina reportada em
ovelhas e vacas. Fungdes de defesa, mensuradas pela proliferacdo de linfécitos e
alteragdes nos demais leucdécitos, podem ser confirmadas com o estabelecimento ou
auséncia de infeccbes uterinas foram aumentadas no estro e diminuidas durante a
fase luteal. Na presenga ou auséncia de contaminagao bacteriana intrauterina, a
atividade linfocitaria se altera durante o ciclo estral na espécie suina (WULSTER-
RADCLIFFE et al, 2003).

Durante a fase folicular, o numero de linfocitos circulantes disponiveis parece
aumentar enquanto o de neutréfilos parece diminuir. O aumento no numero de
linfécitos da veia cava pode refletir o movimento das células imunocompetentes dos
tecidos linféides secundarios para o sangue. A diminuigdo dos neutréfilos circulantes

pode ser atribuida ao movimento dos neutrofilos da corrente circulatéria para o utero



para combater organismos patogénicos que entram no utero durante a cobertura
(WULSTER-RADCLIFFE et al, 2003).

A progesterona reduz a atividade de moléculas inflamatérias e inibe a
producdo de interleucinas (IL), principalmente IL-8 que estimulam a quimiotaxia,
além da liberagédo de superoéxidos e liberagao de granulos pelas células fagocitarias
nos tecidos reprodutivos. Esta também suprime a producéo de IL- 6 e IL-12, que
promovem respectivamente a diferenciacado de células B e producéo de proteinas da
fase aguda, e indugéo da produgdo de interferon-y e aumento da citotoxicidade das
células “natural killer” (LEWIS; WUSLTER-RADCLIFFE, 2006).

2.2 ALTERAGOES DA MICROBIOTA VAGINAL

2.2.1 Vagqinites

Uma das alteragdes mais freqientes no trato genital das diversas espécies de
mamiferos € a vaginite (LILENBAUM et al., 2006; ROOT-KUSTRITZ, 2006), que
pode ocorrer como resultado de infeccdo ascendente ou exposicao a substancias
irritantes, ou secundaria a alteragcbes como pneumovagina, urovagina, laceragao
perinatal, fistula retovaginal, acasalamento, endometrite, aborto, parto ou distocia
(SMITH, 2006). Ocasionalmente as feridas traumaticas podem ser infectadas com
microrganismos anaerdbios, entretanto a maior parte das infecgdes € inespecifica
(LILENBAUM et al., 2006; SMITH, 2006).

A vaginite pode contribuir para doengas clinicas e até aborto séptico, sendo
usualmente caracterizada por sintomas clinicos como hiperemia da vagina, descarga

amarelada e leucocitos vaginais abundantes (DONDERS et al., 2002).

2.2.1.1 Anormalidades de origem traumatica

Infeccdes vaginais em vacas tém sido observadas apos o término do
tratamento com implantes vaginais (PRID) (BULMAN et al., 1978). Situagéo
semelhante ocorre em ovelhas, sendo observado que a populacdo bacteriana
retorna ao numero similar ao observado antes da inser¢céo da esponja dois dias apos
sua retirada (AMIN, 1996; SUAREZ et al., 2006).



A diversidade de crescimento de coldnias diminui claramente do dia 5 ao 13
apods o tratamento com esponja vaginal, sugerindo que nao ha competicao entre as
bactérias. Outro ponto importante que precisa ser elucidado é a influéncia dos
progestagenos nos componentes do sistema imune que respondem ao crescimento
bacteriano (SUAREZ et al., 2006).

Tais mudancgas na microbiota vaginal podem ser atribuidas a agao fisica dos
implantes, pois estes funcionam como corpos estranhos, capazes de provocar
reacdes inflamatérias (AL-HAMEDAWI| et al., 2003; SUAREZ et al., 2006;
TECNOPEC, 2007), e também devido a constante absorcdo e retengcdo das
secregdes vaginais pelos implantes durante o tratamento hormonal, o que estimula o
crescimento das bactérias (AL-HAMEDAWI et al., 2003; SUAREZ et al., 2006).

As esponjas sdo os dispositivos que causam maior intensidade de reagao
por parte da fémea. Sua constituicdo a base de espuma de poliuretano, material
poroso e altamente irritante, pode provocar vaginites supurativas de grande
intensidade, além de aderéncias do material a mucosa, podendo interferir com a
fertilidade dos animais. E importante frisar que as esponjas também impedem a
saida do muco produzido durante a fase estral, criando condicbes favoraveis a
proliferacdo de bactérias e possivel instalacdo de infecgdes secundarias
(TECNOPEC, 2007)

Além deste fato, a presenga de refluxo vaginal (cole¢do muco-purulenta) tem
sido correlacionada com a alta ocorréncia de estruturas nao-fertilizadas em ovelhas
superovuladas, determinando desta forma prejuizo no desenvolvimento embrionario
e também a uma baixa taxa de fertilidade dos embrides transferidos (SCUDAMORE,
1988; SUAREZ et al., 2006).

Para minimizar estes efeitos recomenda-se a utilizacdo de antimicrobianos
no momento da insergao das esponjas. No entanto, a microbiota vaginal parece nao
se diferenciar significativamente com o uso de tetraciclina nas esponjas (AHERN,
1976; SUAREZ et al., 2006), enquanto a aplicagdo de gentamicina parece ser
eficiente na prevencéao das vaginites em decorréncia do uso de implantes em cabras
(GUERRA et al., 2002; SUAREZ et al., 2006).

Suarez et al. (2006) avaliaram as mudangas na microbiota bacteriana
aerobica vaginal, bem com a sua susceptibilidade a diferentes antibidticos em
ovelhas tratadas com implantes de progesterona por diferentes periodos. Os autores

observaram que diferentes intervalos de tratamento com implantes de progesterona



nao afetaram a capacidade da ovelha em controlar a vaginite determinada pelo uso
dos implantes, ou seja, a microbiota bacteriana voltou a normalidade quando a
fémea entrou em estro em decorréncia do protocolo de inducédo de cio. Os autores
observaram ainda que a cefalotina e a gentamicina foram as drogas mais eficientes
em prevenir o crescimento microbiano.

Com o surgimento dos dispositivos de progesterona de silicone, varios
avancos foram obtidos, se comparados as esponjas vaginais. No tocante a
ocorréncia de vaginites, estes dispositivos se mostraram bem menos irritantes,
gerando inflamagdes de pequena intensidade sem aderéncias. Além disso, como
nao obstruem a liberacdo do muco produzido na fase estral, ndo se notam mais a
instalagdo de infec¢des secundarias, ou seja, as vaginites sdo de baixa gravidade,
auto-limitantes e ndo interferem na fertilidade da fémea (TECNOPEC, 2007).

Entretanto, verificou-se que a incidéncia de vaginites € maior durante a
reutilizacdo dos dispositivos de silicone. Este fato pode ser explicado pela utilizagao
de desinfetantes irritantes a mucosa vaginal, como os produtos a base de iodo, cloro
e amoénia quaternaria, freqientemente utilizados na higienizagdo dos dispositivos.
Esses produtos quimicos, ao agregarem-se ao silicone, produzem uma irritagao
relativamente séria na vagina e a consequente vaginite com presenca de secre¢ao
(TECNOPEC, 2007).

Em contrapartida Villarroel et al. (2004) demonstraram que a reacdo local ao
implante utilizado em vacas nao influenciou na taxa de gestagéo, quando comparado
a fémeas nédo tratadas, apesar de 50% das vacas tratadas terem apresentado
vaginite localizada. Porém, no estudo de Walsh et al. (2007a) a progesterona
diminuiu a quantidade de descarga vaginal no momento da remogédo do implante,
uma vez que 65% das vacas testadas ndo demonstraram evidéncias de vaginite,
28% tiveram pequena quantidade de secregdo vaginal e apenas 6% apresentaram
sinais evidentes de vaginite. Este fato também nédo afetou a taxa de gestagdo ao
primeiro servigo. Verificou-se ainda uma cultura baixa ou moderada de bactérias nao
patogénicas apds 14 dias de tratamento com implante, e nenhum crescimento foi
observado em amostras coletadas sete dias apds a anterior (WALSH et al., 2007b).

Em humanos a utilizagao de dispositivos intrauterinos também é implicada no
desenvolvimento de vaginites uma vez que estes inibem o desenvolvimento dos
lactobacilos. Ja em cabras o uso de implantes intravaginais de liberagao lenta de

progesterona leva a problemas relacionados a vaginite, além de apresentar



implicagdes negativas para o estabelecimento de limites legais de residuos deste
horménio no leite (LOPEZ-SEBASTIAN et al., 2007).

2.2.1.2 Anormalidades de origem parasitaria

A principal enfermidade de origem parasitaria da esfera reprodutiva é a
tricomoniase. Esta € uma infecgao venérea de bovinos causada pelo protozoario
flagelado Tritrichomonas foetus. A infertilidade é caracterizada por alta porcentagem
de animais retornando ao estro ou encontradas nio-prenhes depois da estagao de
monta. Piometras e abortamentos ocasionais sdo os sinais clinicos mais comuns
desta enfermidade. Os abortamentos geralmente ocorrem na primeira metade da
prenhez com indices entre 5 e 30%, e a placenta pode ser expelida ou ficar retida
(PELLEGRIN, 1997). Tritrichomonas foetus ao inicio da infeccdo produz vaginite
granulosa com granulos de cor cinza a cinza amarelado nas fémeas. Muitas vezes ha
discreto corrimento catarral ou catarral purulento, porém esta fase geralmente passa
despercebida (PELLEGRIN, 1997).

A tricomoniase é transmitida por via venérea de machos infectados para
fémeas e vice-versa. Os microrganismos colonizam a vagina, cérvix, utero, e tubas
uterinas, contudo sem interferirem, em geral, na concepcédo. Com frequiéncia ocorre
morte embrionaria nos dois primeiros meses de infec¢éo, seguida por um periodo de
dois a seis meses de imunidade a reinfeccdo. A eliminacdo da infeccdo em vacas
ocorre comumente dentro de 95 dias, raramente persistindo até seis meses (SMITH,
2006).

2.2.1.3 Anormalidades de origem infecciosa

2.2.1.3.1 InfeccBes especificas

A campilobacteriose genital bovina é uma doenca infecciosa de carater
venéreo, determinada pelo Campylobacter fetus subespécie venerealis. A doenga é
responsavel por prejuizos econdmicos na bovinocultura por causar repeticdes de
cio, morte embrionaria e esterilidade enzodtica das fémeas infectadas (DEKEYSER,
1984) como resultado de cervicite, endometrite e salpingite (STOESSEL, 1982).



O histdrico usual inclui alta porcentagem de vacas expostas pela primeira vez
retornando ao estro ou encontradas nao prenhes depois da estacdo de monta ou
vacas parindo tardiamente porque retornaram ao estro uma ou mais vezes (SMITH,
2006). A infeccao geralmente resulta em doenga subclinica que, muitas vezes, passa
despercebida na maioria das propriedades (STOESSEL, 1982).

Apds uma semana de infecgao vaginal, o microrganismo se estabelece no
utero causando endometrite mucopurulenta que persiste por trés a quatro meses. A
infecgcao intrauterina impede a concepgao ou causa morte embrionaria e as novilhas
infectadas retornam ao estro por volta de 40 dias (SMITH, 2006).

Ja a candidiase é classificada como uma levedurose com apresentacdes
clinicas multiplas ocorrendo sob forma aguda, subaguda e cronica determinada por
Candida albicans. Este microrganismo se adere as células do trato gastrointestinal,
vaginal, da mucosa oral, da cérnea, dos endotélios vasculares e plaquetas por meio
de um componente glicoprotéico da sua parede (ASBURY; LYLE, 1993). Como as
mucosas normais sao o habitat do fungo, ndo ha medidas profilaticas a recomendar e
é fato que a Candida albicans aproveita baixa de resisténcia local, tratamentos
prolongados com antibiéticos e outros estados em que haja desequilibrio de flora ou
de resisténcia do animal para desenvolver a patogenicidade (GENOVEZ, 1997).

Além dos agentes acima citados algumas viroses podem desencadear um
processo de vaginite. Em bovinos o herpervirus-1 bovino é o agente etiolégico da
rinotraqueite infecciosa bovina, que tem como um dos sintomas reprodutivos a
vulvovaginite pustular infecciosa, caracterizada por micg¢ao frequente, elevagao da
cauda e corrimento vaginal moderado. A vulva fica edemaciada, com pequenas
papulas, seguida de erosdes e ulceras na superficie da mucosa. Estas ulceras
podem se unificar, levando a destruicdo do tecido necrético acastanhado
(RADOSTITS et al., 2000).

2.2.1.3.2 Infec¢des inespecificas

Mudangas no ambiente vaginal podem desenvolver alteragdes na microflora,
como por exemplo, modificagcdes no pH durante o estro ou gestacdao (MARTINS et
al., 2008). Assim, a vaginite pode ser determinada por microrganismos que agem

como invasores oportunistas secundarios (ROOT-KUSTRITZ, 2006) impedindo o



desempenho reprodutivo e determinando importantes prejuizos (MARTINS et al.,
2008).

Dentre os microrganismos oportunistas, membros do género Staphylococcus
sp foram descritos, ndo s6 em ovelhas (SAWYER, 1977), mas também em outros
ruminantes como vacas (OTERO; NADER-MACIAS, 2006) e cabras (ABABNEH:;
DEGEFA, 2006). Além destes, os coliformes, principalmente a espécie Escherichia
coli tem sido frequentemente descrita, ndo somente em ovelhas (SARGISON et al.,
2007), mas também em outros animais de producédo, como cabras (ABABNEH;
DEGEFA, 2006) e vacas (SHELDON et al., 2008).

Em suinos, culturas bacterianas mistas foram isoladas de casos clinicos de
descarga vulvar, incluindo E. coli, Corynebacterium spp., Pseudomonas spp.
Streptococcus spp., Pasteurella multocida, S. aureus, Eubacterium suis,
Arcanobacterium pyogenes, Haemophilus spp., Proteus spp., Actinobacillus spp.,

Streptococcus uberis, S. faecium e S. faecalis (BARA et al., 1993).

2.3 O GENERO Staphylococcus sp.

2.3.1 Caracteristicas gerais

Os estafilococos pertencem a familia Staphylococcaceae ao género
Staphylococcus. Sdo microrganismos esféricos, Gram-positivos, iméveis, com 0,8-1,0
nm de didmetro. Nao formam esporos e em algumas amostras produzem capsula.
Sao anaerobicos facultativos, crescem bem em agar-sangue incubado a 37°C e em
24 horas produzem colbnias. A patogenicidade dos estafilococos € bastante variavel
com a amostra ou raga e se relaciona com uma série de enzimas e toxinas que
esses microrganismos podem produzir. Entre as espécies do género, as trés mais
patogénicas sdo Staphylococcus aureus, S. epidermidis e S. saprophyticus (BRITO
et al., 2002).

O habitat natural primario dos estafilococos é a superficie corporal dos
mamiferos. A resisténcia destas bactérias €& excepcional considerando serem
microrganismos na maioria das vezes sem capsula e sempre sem esporos: resistem
a 60°C por meia hora, ao fenol a 2% por 15 minutos e ao formol a 10% por 10

minutos; no pus dissecado e em crostas de feridas sobrevivem por varios meses, o



que explica sua permanéncia em ambientes contaminados (BRITO et al., 2002; SA et
al., 2004).

2.3.2 Principais enfermidades reprodutivas determinadas nos ovinos

Foi demonstrado que Staphylococcus aureus € o0 microrganismo mais
comumente isolado de vaginites em ovelhas e pode ocorrer associado a eritema,
descarga amarelada e leucécitos vaginais abundantes (DONDERS et al., 2002).
Amostras deste género tém sido isoladas da genitalia (MARSHALL et al., 1983) de
ovelhas, assim como em infecgdes intrauterinas ascendentes (MAVROGIANNI et al.,

2007), sendo capazes de causar morte embrionaria precoce (MARTINS et al., 2008).

2.3.3 Susceptibilidade aos antimicrobianos

Membros do género Staphylococcus apresentam padrao de susceptibilidade
aos antimicrobianos bastante variavel, o que pode comprometer a eficacia da terapia
com antibioticos (LILENBAUM et al., 1999; MARTINS et al., 2008). Sendo assim, um
melhor entendimento da espécie de estafilococos que ocorrem na microbiota vaginal
e sua susceptibilidade a agentes antimicrobianos pode contribuir para um manejo
correto da vaginite assim como de outras infec¢des do trato reprodutivo de ovelhas.

Estafilococos isolados de diferentes espécies e em diferentes paises podem
apresentar padrées muito semelhantes de resisténcia aos antimicrobianos, o que
sugere que esta resisténcia pode ser inerente a populagao vaginal de estafilococos
de ruminantes (MARTINS et al., 2009).

O padrao de susceptibilidade aos antimicrobianos de S. aureus e S.
epidermidis de origem bovina foi estudado por Nunes et al. (2007), que descreveram
uma alta resisténcia a penicilina G e baixa resisténcia a gentamicina. Uma alta
susceptibilidade destas bactérias a cefalosporina também foi reportada, o que
concorda com achados de estafilococos originarios de ovelhas (MARTINS et al.,
2009).

Em primatas, a resisténcia a antibioticos foi frequentemente observada e 88%
dos isolados apresentaram resisténcia a pelo menos uma droga. Resisténcia foi

observada principalmente a penicilina G, tetraciclina, rifampicina, ampicilina e



estreptomicina. Os agentes antimicrobianos mais ativos contra Staphylococuus
isolados da vagina de mico ledes dourados sadios foram o cloranfenicol e a
gentamicina (LILENBAUM et al., 2006).

2.4 BASTONETES GRAM-NEGATIVOS: COLIFORMES

2.4.1 Caracteristicas gerais

Escherichia coli é uma enterobactéria Gram-negativa cujo isolamento é
relativamente facil. E membro da microbiota normal dos intestinos, sendo bastante
resistente a dessecacao e, em fezes ao abrigo do sol, pode manter-se viva por varias
semanas, bem como na agua e alimentos contaminados por fezes. Apesar de ser
mais resistente que outras enterobactérias, os desinfetantes comuns como os cresois
sdo bastante eficientes contra a espécie (CHEN et al., 2003). Os coliformes formam
um grupo de bactérias de origem fecal que agem como patdégenos oportunistas no
trato reprodutivo. Elas apresentam um grande e variavel padrdo de susceptibilidade
aos antimicrobianos, o que compromete a eficacia das terapias empiricas com
antibiéticos (CARSON et al., 2008).

2.4.2 Susceptibilidade aos antimicrobianos

Como existe pouca informacgao cientifica a respeito do uso de antibidticos no
controle de infeccdes reprodutivas em ovelhas (SUAREZ et al., 2006), um melhor
conhecimento das espécies de bactérias que ocorrem nas vaginites e sua
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos pode contribuir para um melhor
tratamento da vaginite assim como outras infec¢gdes do trato reprodutivo de ovelhas.
Carson et al. (2008) nao evidenciaram resisténcia deste microrganismo a ceftriaxona,
gentamicina, acido nalidixico e ciprofloxacina. Menos de 1% dos isolamentos foram
resistentes ao ceftiofur ou amoxilina-acido clavulénico e menos de 5% a drogas como

tetraciclina, estreptomicina e sulfametoxazol.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo avaliar as alteragdes na microbiota

vaginal determinadas por implantes intravaginais em ovelhas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Isolar e identificar membros da microbiota vaginal normal de ovelhas submetidas
a implantes vaginais.

2. Isolar e identificar agentes infecciosos oportunistas determinantes de vaginites
em ovelhas submetidas a implantes vaginais.

3. Realizar teste de sensibilidade aos antimicrobianos com 0s microrganismos
isolados da microbiota normal e das vaginites.

4. Avaliar a interferéncia do tipo de implante de progesterona na ocorréncia da

vaginite e na alteragao da microbiota vaginal normal.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O experimento foi realizado no municipio de Cachoeiras de Macacu (RJ),
utilizando-se 24 ovelhas previamente avaliadas quanto ao escore de condigao
corporal (ECC) e aparelho reprodutor. Estes animais foram divididos em trés grupos,
sendo um deles tratado com dispositivo intravaginal de liberagdo de progesterona
(n=8), outro com esponjas vaginais sem progesterona (n=8) e o terceiro grupo
tratado com esponjas vaginais impregnadas com Medroxiprogesterona (n=8). Os
animais foram avaliados clinicamente e por cultura bacteriolégica e testes de
susceptibilidade aos antibidticos quanto a manifestagdo de vaginites em decorréncia
da utilizacdo de diferentes tipos de implantes vaginais de progesterona ou

progestageno.

4.2 PERIODO EXPERIMENTAL, LOCALIZAGCAO E CONDIGCOES CLIMATICAS

O estudo foi realizado no municipio de Cachoeiras de Macacu, localizado na
mesorregido Metropolitana do Estado do Rio de Janeiro, Brasil (latitude 22°27°52.90”
S, longitude 43°39'06.95” W). Segundo a classificagdo de Kéeppen o clima da regi&o

é classificado como CWa, de inverno seco e verdo chuvoso, com temperatura anual



variando de 18 a 23°C e precipitagdo pluviométrica anual variando de 2.000 a
2.600mm>. Este experimento foi realizado nas instalagdes da Fazenda Jorord do

Sertao entre os meses de novembro de 2007 a abril de 2008.

4.3 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas 24 ovelhas pluriparas das ragas Santa Inés (n=16) e
mesticos Dorper/Santa Inés (n=8) de dois a quatro anos de idade. Antes do inicio do
experimento, as fémeas foram submetidas a exame ginecolégico, quando por meio
do exame ultrassonografico foi avaliado o sistema genital, ndo tendo sido
determinada a condi¢do de ciclicidade e o estagio do ciclo estral em que estas se
encontravam. Neste momento, as fémeas foram pesadas e tiveram determinado o
seu escore da condicdo corporal segundo as recomendagdes de Suiter (2004)
(Anexo 9.1). Somente animais sadios e com escore variando entre 2,5 e 3,5 foram
selecionados para o experimento (Anexo 9.2).

Quanto ao manejo nutricional das ovelhas, estas permaneciam durante o dia
em piquetes formados por Brachiaria brizantha e durante a noite, recolhidas ao
aprisco recebendo ragcao comercial. Nos piquetes e nas baias os animais recebiam
sal mineral e agua a vontade.

Os animais selecionados foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos
experimentais (oito por grupo), envolvendo a avaliagao das vaginites em decorréncia
da utilizagdo de diferentes tipos de implantes vaginais de progesterona e

progestageno (Tabela 1).

Tabela 1: Grupos Experimentais de 24 ovelhas

Grupos Experimentais

Gl  Animais que receberam dispositivo intravaginal de liberagdo de progesterona (n=8)
Gll  Animais que receberam esponjas vaginais sem progesterona (n=8)

Glll  Animais que receberam esponjas vaginais impregnadas com Medroxiprogesterona (n=8)




4.4 PROTOCOLO DE SINCRONIZACAO DE ESTRO E AMOSTRAS

As ovelhas receberam dispositivos intravaginais por seis dias contendo progesterona
[Gl: 0,3 g de Progesterona (CIDR®-Pfizer do Brasil Satide Animal, Sdo Paulo, Brasil);
Gll: esponja confeccionada sem progesterona e Glll: 60 mg de Medroxiprogesterona
(Progespon®-Syntex, Argentina)] e 12,5 mg de dinoprost de trometamina, via
intramuscular (Lutalyse®, Pfizer do Brasil Satide Animal, Sdo Paulo, Brasil) e 300 Ul
de gonadotrofina coridnica eqiliina — eCG, também via intramuscular (Novormon®,
Syntex, Argentina) no Gl e Glll. Enquanto que em substituicdo ao dinoprost de
trometamina e ECG o Gll recebeu 1,5 mL de solugdo salina por via intramuscular, 24
horas antes da retirada do dispositivo. O estro foi monitorado duas vezes ao dia
(manha e tarde) durante um periodo de 20 minutos, com auxilio de rufides
confeccionados pela técnica de desvio lateral de pénis, previamente marcados com
tinta apropriada na regido esternal. Foram considerados em estro, aqueles animais
que aceitavam a monta pelos rufibes ou que amanheciam marcadas. Estes
procedimentos foram iniciados 12 horas apods a retirada do implante e repetidos até
completar 60 horas.

O muco vaginal foi colhido com auxilio de swabs estéreis de algoddo passado
no assoalho da regido cranial da vagina apés higienizagdo da vulva com alcool 70°
GL. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente e em seguida
transportadas até o Laboratério de Bacteriologia Veterinaria da Universidade Federal
Fluminense em meio de transporte de Stuart (Merck) com intervalo maximo de 4
horas.

Amostras foram colhidas antes da inser¢ao do implante, no dia da retirada do

implante, 24 horas apds a retirada e 48 horas apds a retirada.

4.5 CULTIVO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS

Para contagens bacterianas de aerdbios totais, os swabs colhidos eram
vigorosamente resuspendidos em 1mL de solug¢ado salina (PBS), pH 7.4, em vortex
por um minuto a fim suspender as bactérias. A suspensio resultante foi diluida em
série e as bactérias foram contadas em placas de Agar-sangue e incubadas por 48 h

em 37 -C. No que se refere a quantificacdo das colbnias, adotou-se trés categorias:



placas com até 300 colonias eram contadas; placas com colbnias isoladas em
numero superior a 300 eram classificadas como “>300 UFC/mL” enquanto placas
com coldnias coalescentes eram classificadas como “incontaveis”.

Nao foi empregada metodologia para o isolamento de bactérias anaerdbias,
pois a finalidade do estudo nao visava o cultivo das mesmas, visto que a microbiota
vaginal e os microrganismos oportunistas encontrados neste trato ndo apresentam
esse perfil metabdlico exclusivo.

Ocorrendo o crescimento apds 24 ou 48 h de incubagédo, esfregacos foram
realizados e corados pelo método de Gram, sendo examinados ao microscopio.
Amostras Gram-negativas foram transferidas para meio Agar EMB Teague (Merck) e
coloénias sugestivas de Staphylococcus sp. transferidas para Mannitol-salt-Agar
(Merck).

Apoés o crescimento, as bactérias foram identificadas com base nas
caracteristicas das colbnias, coloracdo de Gram, produgao de pigmento e reagdes
bioquimicas, incluindo agar Triple Sugar Iron (TSI), citrato, urease, indol, Methyl Red
(MR), Voges Proskauer (VP), nitrato e teste de motilidade, teste de atividade da
catalase, teste de coagulase em tubo, e fermentacdo aerdébica de varios
carboidratos. As bactérias foram classificadas como descrito por Otero et al. (2000) e
de acordo com o Manual de determinacdo bacteriologica de Bergey (Holt et al.,
1994).

4.6 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Amostras das unidades formadoras de colénia foram semeadas diretamente
em meio Agar Mueller-Hinton (Merck) de acordo com o Comité Nacional de
Protocolos de Laboratério Clinico (2003), onde em seguida foram colocados os
discos contendo gentamicina (10 ug), cefalotina (30 ug), tetraciclina (30 ug),
ciprofloxacina (5 pg), nitrofurantoina (300 pg), ampicilina (10 pg), e amoxicilina (10
Mg). Testou-se ainda trimetoprim-sulfametoxazol (25 ug) para bactérias Gram-
negativas ou penicilina G (10 U) para cocos Gram-positivos. O didmetro da zona
antimicrobiana foi mensurado e as amostras classificadas em susceptiveis ou

resistentes de acordo com o crescimento bacteriano.



A escolha das drogas antimicrobianas foi baseada nas metodologias
utiizadas em estudos prévios como Suarez (2006), além da inclusdao de
antimicrobianos de amplo espectro com o objetivo de abranger toda a gama de
microrganismos isolados no estudo para avaliacdo da sua susceptibilidade aos

mesmos.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, constituindo de trés
grupos experimentais, sendo cada um com oito repeti¢cdes. Os resultados obtidos a
partir das unidades formadoras de colénias/mL na colocagdao do implante, na
retirada e 24 e 48 horas apos a retirada do mesmo foram submetidos a analise
descritiva. As diferencas na frequéncia de sensibilidade de cada amostra a

diferentes antibidticos foi analisada pelo teste de % (qui-quadrado).



5 RESULTADOS

5.1 PREVALENCIA E SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS in vitro DE
BACTERIAS ISOLADAS DA VAGINA DE OVELHAS ANTES DOS IMPLANTES

Das 24 ovelhas estudadas, duas pertencentes aos Grupos | e Ill perderam
seus implantes durante o experimento e foram excluidas do estudo. Das 22 ovelhas
restantes, foram obtidas 15 cepas com caracteristicas tipicas do género
Staphylococcus (68,2%), sendo cinco em cada grupo de estudo. Sete ovelhas
apresentaram crescimento de outros géneros bacterianos, o que nao foi considerado
neste experimento (cinco colénias de Gram-negativas e duas colbnias de outros
Gram-positivos). Staphylococcus coagulase-positivos (CoPS) foi o grupo mais
frequente, representando 60% dos isolamentos (nove isolados), todos eles
classificados como Staphylococcus aureus. Ja os Staphylococcus coagulase-
negativos (CoNS) foram isolados de seis animais; todos eles classificados como
Staphylococcus epidermidis (Tabela 2).

No que se refere a susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos
testados, verificou-se que 66,6% dos isolados (dez amostras) demonstraram
resisténcia a pelo menos uma droga testada. Resisténcia a penicilina G foi um
achado comum e pbdde ser observada em seis (40%) dos quinze isolados.
Resisténcia a outras drogas foi também observada, visto que quatro isolados foram
resistentes a ampicilina (26,6%), trés a tetraciclina (20%), trés a amoxicilina (20%) e

duas a gentamicina (13,3%), conforme Tabela 3.



O agente antimicrobiano mais ativo contra os Staphylococcus isolados da
vagina de ovelhas sadias foi a ciprofloxacina, para o qual todos os isolados foram
susceptiveis, seguida da cefalotina e nitrofurantoina, com uma amostra resistente
cada. Os CoPS foram significativamente (p<0,05) mais frequentemente resistentes
aos antibidticos (77,7%) do que os CoNS (50%). Este fendmeno foi particularmente
evidente para a penicilina G (p<0,05), para a qual 55,5% dos CoPS e somente
16,6% dos CoNS foram resistentes (Tabela 3).



Tabela 2: Prevaléncia de bactérias isoladas da vagina de ovelhas imediatamente

antes da colocacédo dos implantes vaginais impregnados ou ndo com progesterona

ou progestagenos.

Animal Espécie Coagulase
1 Staphylococcus aureus Positivo
2 Staphylococcus epidermidis Negativo
3 Excluido do estudo -

4 Staphylococcus aureus Positivo
5 Coliforme’ -
6 Staphylococcus epidermidis Negativo
7 Staphylococcus aureus Positivo
8 Staphylococcus aureus Positivo
9 Coliforme’ -
10 Coliforme’ -
11 Staphylococcus aureus Positivo
12 Staphylococcus aureus Positivo
13 Gram-positivo ndo Staphylococcus -
14 Staphylococcus epidermidis Negativo
15 Staphylococcus epidermidis Negativo
16 Coliforme’ -
17 Coliforme’ -
18 Staphylococcus epidermidis Negativo
19 Staphylococcus aureus Positivo
20 Staphylococcus epidermidis Negativo
21 Staphylococcus aureus Positivo
22 Excluido do estudo -
23 Staphylococcus aureus Positivo
24 Gram-positivo ndo Staphylococcus -

* Membros do grupo coliforme n&o foram identificados ao nivel de espécie



Tabela 3: Padrdes de susceptibilidade antimicrobiana in vitro de Staphylococcus sp.

obtidos da vagina de ovelhas antes da colocacao dos implantes intravaginais.

Microrganismo Isolados resistentes Padrdes de resisténcia microbiana (N°

de isolados suscetiveis)

S.aureus 07/09 (77,7 %) PN (3); TE PN (1); AP AM TE CF GN (1);
AP AM GN (1); AP (1)

S.epidermidis 3/6 (50,0 %) AP AM PN (1); TE (1); NT PN (1)
TOTAL 10/15 (66,6 %) PN (3); TE PN (1); AP AM TE CF GN (1);

AP AM GN (1); AP (1); AP AM PN (1); TE
(1); NT PN (1)

AP - ampicilina. AM - amoxicilina. TE - tetraciclina. CF - cefalotina. GN - gentamicina. NT - nitrofurantoina Cl-ciprofloxacina.

PN - penicilina G.



5.2 PREVALENCIA E SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS in vitro DE
BACTERIAS ISOLADAS DA VAGINA DE OVELHAS APOS O USO DE IMPLANTES
INTRAVAGINAIS

Seis dias apos a colocagédo dos implantes intravaginais, 100% das ovelhas
(22) desenvolveram sinais visiveis de vaginite, tais como secre¢cdo amarelada e
inflamacado local. Assim, amostras para processamento bacterioldgico foram
coletadas de todos os 22 animais estudados.

Todas as amostras apresentaram abundante crescimento bacteriano. Nos
casos em que mais de um tipo de colénia bacteriana pdde ser observada, aquela
com maior contagem de colbnias foi considerada como agente da infeccdo. Em
consequéncia, para cada animal, uma amostra foi colhida e uma espécie de bactéria
foi identificada. Das 22 amostras estudadas, 16 (72,7%) foram identificadas como
Escherichia coli, quatro como Klebsiella pneumoniae (18,2%), que também é um
membro do grupo dos coliformes, e duas (9,1%) amostras foram classificadas como
Staphylococcus epidermidis, um coco Gram-positivo (Tabela 4).

Todos os isolados demonstraram resisténcia pelo menos a uma droga
testada. Com relagdo aos 20 isolados do grupo coliforme (16 E. coli + 4 K.
pneumoniae), a resisténcia a drogas de amplo espectro da classe das penicilinas foi
um achado frequente, principalmente perante a ampicilina (95% de amostras
resistentes) e a amoxicilina (80% de resisténcia). Resisténcia a outras drogas foi
também observada, principalmente a tetraciclina (85%), gentamicina (70%) e
cefalotina (70%). As drogas mais eficientes contra as amostras de coliformes
isoladas de vaginites de ovelhas foram a ciprofloxacina e o trimetoprim-
sulfametoxazol, para as quais todos os isolados se mostraram sensiveis in vitro,
seguidas de nitrofurantoina, para a qual quatro isolados foram resistentes. Amostras
de S. epidermidis apresentaram uma frequéncia baixa de resisténcia e os dois
isolados (100%) foram resistentes somente a penicilina G. O padrao de
susceptibilidade antimicrobiana in vitro dos coliformes isolados € mostrado na
Tabela 5.



Tabela 4: Prevaléncia de bactérias isoladas da vagina de ovelhas no dia da retirada

dos implantes intravaginais

Animal Espécie
1 Escherichia coli
2 Escherichia coli
3 Excluido do estudo
4 Klebsiella pneumoniae
5 Escherichia coli
6 Escherichia coli
7 Escherichia coli
8 Staphylococcus epidermidis
9 Escherichia coli
10 Escherichia coli
11 Escherichia coli
12 Klebsiella pneumoniae
13 Klebsiella pneumoniae
14 Escherichia coli
15 Escherichia coli
16 Escherichia coli
17 Escherichia coli
18 Escherichia coli
19 Escherichia coli
20 Klebsiella pneumoniae
21 Escherichia coli
22 Excluido do estudo
23 Escherichia coli
24 Staphylococcus epidermidis




Tabela 5: Padrées de susceptibilidade aos antimicrobianos in vitro de coliformes

obtidos da vagina de ovelhas no dia da retirada dos implantes.

Microrganismo Isolados resistentes Padrdes de resisténcia microbiana (N° de

isolados suscetiveis)

E. coli 16/16 (100%) AP AM TE CF NT (1); AP AM TE CF (1); AP
AM CF GN NT (1); AP AM TE CF GN (7); AP
AM GN NT (1) ; GN (1) ; AP AM TE GN (2) ; AP
AM TE (1) ; AP TE CF GN (1)

K. pneumoniae 4/4 (100%) AP TE CF (1); CF NT (1); AP AM (1) ; AP AM
TE CF GN (1)
TOTAL 20/20 (100%) AP AM TE CF NT (1); AP AM TE CF (1); AP AM

CF GN NT (1); AP AM TE CF GN (8); AP AM
GN NT (1); GN (1) ; AP AM TE GN (2) ; AP AM
TE (1); AP TE CF GN (1); AP TE CF (1); CF
NT (1); AP AM (1)

AP - ampicilina. AM - amoxicilina. TE - tetraciclina. CF - cefalotina. GN - gentamicina. NT - nitrofurantoina



5.3 ALTERACOES OBSERVADAS NA MICROBIOTA VAGINAL DE OVELHAS
APOS A UTILIZAGAO DE IMPLANTES INTRAVAGINAIS

No que se refere a analise quantitativa da microbiota vaginal das ovelhas
estudadas, observou-se que, na coleta de amostra realizada antes da colocagao dos
implantes intravaginais os animais dos trés grupos estudados apresentaram
contagens de colbnias similares, sendo esta inferior a 300 UFC/mL verificadas em
50,0%, 62,5% e 50,0%, respectivamente para os grupos Gl, Gll e Glll. Verificou-se
ainda que, no Grupo |, ndo havia amostras com contagem > 10° UFC/ml, assim
como nas amostras do Grupo Il, ao passo que 37,5% (3/8) das amostras do Grupo
Il apresentaram tal resultado. No entanto, para fins estatisticos, os resultados
contagem >300 e > 10° UFC/ml foram agrupados para melhor compreensdo dos
achados (Tabela 6).

No momento da retirada do implante observou-se que esta semelhanca foi
mantida nos trés grupos, uma vez que contagens >300 UFC/mL foram verificadas
em 100% das fémeas avaliadas. Tais achados repetiram-se nas coletas realizadas
24 e 48 h apds a retirada do implante, e sao condizentes com o achado de 100%
dos animais com sinais clinicos evidentes de vaginite (Tabela 6).

Ja no que se refere a anadlise qualitativa da microbiota vaginal das ovelhas
estudadas, observou-se que, na coleta de amostra realizada antes da colocacao dos
implantes intravaginais os animais dos trés grupos estudados apresentavam
predominancia (68,2%) de cocos Gram-positivos, com cinco isolados de membros
do género Staphylococcus sp. em cada grupo. Entretanto, no momento da retirada
dos implantes, verificou-se uma mudanca na distribuicdo, em especial dos membros
da microbiota, com predominancia de bastonetes Gram-negativos do grupo
coliforme (90,9%), nos trés grupos estudados. Naquele momento, os estafilococos
representavam apenas 9,1% dos isolados obtidos. Nos momentos posteriores - 24 e
48 horas apo6s a retirada dos implantes - a microbiota voltou a ser constituida
majoritariamente por membros do género Staphylococcus sp. — 59,1% dos isolados,
enquanto a ocorréncia de bastonetes Gram-negativos do grupo dos coliformes caiu
de 90,9% no momento da retirada para 40,9% apds 24 e 48hs, também distribuidos
de maneira uniforme entre os grupos de estudo, mesmo sem a instalagcdo de

terapéutica antimicrobiana especifica (Figuras 1 e 2).



Tabela 6: Unidades formadoras de coldnia observadas antes da colocagao do implante intra-vaginal, no dia da retirada, 24 e

48 h apos a retirada do mesmo, nos grupos Gl (CIDR), GlI (esponja sem progesterona) e Glll (esponja com progesterona)

Momento

UFC/mL

Gl

Gll

Glll

Total

Antes

<300
>300
incontaveis

50,0% (4/8)
50,0% (4/8)
0,0% (0/8)

62,5% (5/8)
37,5% (3/8)
0,0% (0/8)

50,0% (4/8)
12,5% (1/8)
37,5% (3/8)

54.2% (13/24)
33,3% (8/24)
12,5% (3/24)

Retirada do implante

<300
>300
incontaveis

0,0% (0/7)
42,8% (3/7)
57,1% (4/7)

0,0% (0/7)
100,0% (7/7)
0,0% (0/7)

0,0% (0/8)
0,0% (0/8)
100,0% (8/8)

0,0% (0/22)
45,4% (10/22)
54,6% (12/22)

24h apos retirada

<300
>300
incontaveis

0,0% (0/7)
0,0% (0/7)
100,0% (7/7)

0,0% (0/7)
14,3% (1/7)
85,7% (6/7)

0,0% (0/8)
12,5% (1/8)
87,5% (7/8)

0,0% (0/22)
9,1% (2/22)
90,9% (20/22)

48h apos retirada

<300
>300
incontaveis

0,0% (0/7)
0,0% (0/7)
100,0% (7/7)

0,0% (0/7)
0,0% (0/7)
100,0% (7/7)

0,0% (0/8)
0,0% (0/8)
100,0% (8/8)

0,0% (0/22)
0,0% (0/22)
100,0% (22/22)




Figura 1. Predominancia do tipo de microbiota vaginal no momento da
introdugdo do implante intra-vaginal, no dia da retirada, 24 e 48 h apos a
retirada do mesmo, nos grupos Gl (CIDR), Gll (esponja sem progesterona) e

Glll (esponja com progesterona), em numero de animais.
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Figura 2: Alteragcbes na microbiota vaginal de ovelhas no momento da
introducédo do implante intra-vaginal, no dia da retirada e 48 h apds a retirada

do mesmo, em numero de animais.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo confirmou a predomindncia de membros do género
Staphylcocccus sp. na microbiota vaginal normal de ovelhas, devido ao isolamento
de diferentes espécies de estafilococos da vagina de animais clinicamente sadios,
antes dos implantes intravaginais. A alta ocorréncia de membros deste género ja era
esperada, visto que a presenga de bactérias Gram-positivas na genitalia externa ja
havia sido descrita em ovelhas (BOYD, 1969; SAWYER, 1977; DONDERS et al.,
2002). Também em outras espécies membros deste género sdao comuns na
microbiota vaginal normal, como na mulher, rata, primatas ndo humanos, vacas,
bufalas e cabras (OTERO et al., 2000; JADON et al., 2005; LILENBAUM et al., 2006;
BEZIRTZOGLOU et al., 2008).

O isolamento de nove amostras de S. aureus € um achado importante ja que
estas bactérias sdo reconhecidamente mais virulentas e estdo frequentemente
relacionadas a infecgbes supurativas agudas em seres humanos e animais (HOLT et
al., 1994). CoPS tém sido descritos em casos de vaginite clinica e metrites em
ovelhas (MARSHALL et al., 1983), assim como em outros ruminantes como vacas
(WILLIAMS et al., 2005) e cabras (SUAREZ et al., 2006). S. aureus também foi
descrito em outras infecgdes em ovelhas como mastite (MJRK et al.,, 2007) e
dermatite (KOUTINAS et al., 2007).

Com relagcao a etiologia da vaginite clinica supurativa observada apds a
utilizagcdo dos implantes intravaginais, o presente estudo confirmou a importancia

dos coliformes, principalmente Escherichia coli, como agente oportunista das



vaginites bacterianas, o que concorda com os estudos conduzidos n&do somente em
ovelhas (DONDERS et al., 2002; TZORA et al., 2002; SARGISON et al., 2007), mas
também em cabras (ABABNEH; DEGEFA, 2006) e vacas (PADULA; MACMILLAN,
2006; SHELDON et al., 2008). Em suinos, E. coli foi isolada de casos clinicos de
descarga vulvar, juntamente com outros microrganismos (BARA et al., 1993).

A respeito da susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras de
estafilococos obtidas neste estudo, alguns alarmantes resultados foram observados.
Como somente animais sadios sem histérico recente de tratamento antimicrobiano
foram estudados, era de se esperar que os membros da microbiota vaginal normal
fossem altamente sensiveis aos antibidticos. Entretanto, 66,6% dos isolados (dez
amostras) demonstraram resisténcia a pelo menos uma droga testada e somente
uma droga (ciprofloxacina) foi efetivamente eficaz contra todos os isolados. Um
historico clinico detalhado do rebanho nao evidenciou exposicdo prévia a nenhum
dos antibioticos testados que poderia justificar a taxa de resisténcia observada.

Existe uma caréncia de estudos a respeito da susceptibilidade antimicrobiana
dos estafilococos de origem vaginal em ovelhas. Ao estudarem membros deste
género de origem mamaria em ovelhas na Grécia, Saratsi et al. (1998) relataram um
preocupante aumento na resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de S.aureus.
Naquele estudo, a resisténcia a penicilina G foi maior (65%) do que a aqui
observada (40%), assim como a resisténcia a ampicilina foi superior naquele estudo
(65%) do que nas amostras do presente experimento (26,6%). No mesmo pais e no
mesmo ano, Fthenakis et al. (1998) estudaram isolados de S. aureus de mastite
aguda em ovelhas e encontraram indices ainda mais preocupantes de resisténcia a
ampicilina e a penicilina G (79,2%). Ja na ltalia, Lollai et al. (2008) verificaram
indices bastante reduzidos de resisténcia a penicilina e ampicilina, de 4,1 e 3,5%,
respectivamente, em isolados de S.aureus obtidos de leite ndo-mastitico de ovelhas.

No que se refere a isolados de outros ruminantes, verifica-se que
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis de origem bovina em Portugal
também apresentaram grande percentual de resisténcia a penicilina G e baixa
resisténcia a gentamicina (NUNES et al., 2007). Grande sensibilidade destas
bactérias a drogas do grupo das cefalosporinas também foi descrita, o0 que concorda
com os achados do presente estudo com estafilococos de origem ovina.

A sensibilidade antimicrobiana das bactérias isoladas da vagina de ovelhas

pode variar ndo somente de acordo com a etiologia da infecgao, mas também com a



regido aonde o estudo foi conduzido. Apesar de Suarez et al. (2006) sugerirem que
cefalotina e gentamicina sdo os antibiéticos mais efetivos na prevencado do
crescimento bacteriano depois da utilizagdo de esponjas intravaginais impregnadas
com hormodnio, no presente estudo estas drogas se apresentaram menos efetivas,
com 63,3% dos isolados resistentes a cada uma destas drogas. Em um estudo mais
recente conduzido em isolados de E.coli de origem fecal em vacas no Canada
(CARSON et al, 2008), evidenciou-se alta sensibilidade dos coliformes a
ciprofloxacina e ao trimetroprim-sulfametoxazol, o que concorda com os resultados
deste estudo. Ao estudarem isolados de E.coli obtidos de leite ndo-mastitico de
ovelhas Lollai et al. (2008) verificaram que tais microrganismos foram
significativamente mais resistentes aos antimicrobianos do que os isolados de
estafilococos, o que esta de acordo com os achados do presente estudo.

Verificou-se que estafilococos coagulase-positivos mostraram-se
predominantes na microbiota normal vaginal das ovelhas estudadas antes da
colocagao dos implantes intravaginais. Sabendo-se de seu potencial patogénico em
diferentes infec¢gées em ovelhas (BERGONIER et al., 2003) e em outros ruminantes
(SA et al., 2004), era de se esperar que, apds a colocagdo dos implantes, estes
mesmos microrganismos se multiplicassem, levando a inflamagdo local
determinando vaginites. Ao estudarem as alteragdes na microbiota vaginal de
ovelhas apdés o tratamento com esponjas intravaginais, Suarez et al. (2006)
formularam a hipétese de que as bactérias presentes no momento da insergao das
esponjas intravaginais podem posteriormente determinar inflamacado. No entanto,
uma vez que os autores ndo identificaram os isolados obtidos, tendo apenas
quantificado-os, esta afirmagcdo n&o foi comprovada. No presente estudo,
demonstrou-se que, apesar da insercdo de dispositivos intravaginais atuar como
fator predisponente da infeccdo local bacteriana, os microrganismos responsaveis
por tal inflamagdo nao foram aqueles que predominavam anteriormente a sua
insercdo, no caso, membros do género Staphylococcus sp., mas microrganismos
Gram-negativos do grupo coliforme, provavelmente de origem fecal.

Sabe-se que uma das fungdes de microrganismos da microbiota vaginal seja
a colonizagdo de nichos ecologicos e a produgdo de bacteriocinas que atuam
impedindo a adeséo e instalagdo de bactérias invasoras (HOLT et al., 1994). Desta
forma, sugere-se que a manutengao da populagao de Staphylococcus na vagina da

ovelha garantiria um equilibrio desta microbiota evitando a colonizagdo por



coliformes. No entanto, em funcdo das alteragcbes determinadas pelo uso dos
implantes intravaginais, tal populagdo de Staphylococcus spp autdctone teria sido
alterada, permitindo a colonizagdo por microrganismos oportunistas exogenos que
se manifestaram causando infecgdes.

Sabe-se que o uso de implantes intravaginais com horménios em ovelhas
sadias pode agir como um fator predisponente para vaginites determinadas por
microrganismos oportunistas (SUAREZ et al., 2006; SARGISON et al., 2007;
YESILMEN et al.,, 2008), visto que a presenca de progesterona leva a um
comprometimento da fungéo imune local no trato reprodutor feminino (EWIS, 1997;
RAMADAN et al, 1997). Uma curta exposicao a progesterona luteal ou exogena ira
desregular as fungdes imunoldgicas e, em alguns animais, inclusive em ovelhas,
transformar o utero de um 6rgéo resistente a um o6rgao susceptivel a infecgdes
(BLACK et al., 1953; ROWSON et al., 1953; SEALS et al., 2002b; LEWIS, 2003b;
SEALS et al., 2003).

Este hormbnio atua na sintese de prostaglandinas, em especial da PGE,,
levando a reducdo da fungdo de linfocitos e neutrofilos (SEALS et al.,, 2002b,
WULSTER-RADCLIFFE et al, 2003). Sob a influéncia da progesterona, linfocitos
apresentam uma resposta proliferativa reduzida, além de reducédo da quimiotaxia de
neutrofilos, produgao de anions superéxido e destruigao final de patdogenos (SEALS
et al., 2003).

No presente estudo ndo houve diferengca entre os trés grupos estudados
quanto ao desenvolvimento de vaginite, independentemente do tipo de implante e da
presencga ou nao de progesterona. A totalidade dos animais estudados desenvolveu
sinais clinicos compativeis com vaginite, o que foi confirmado pela contagem
bacteriana >300 UFC/mL em todas as amostras obtidas no momento da retirada dos
implantes, o que se manteve nas 24 e 48 horas seguintes.

A ocorréncia de vaginite em 100% dos animais dos trés grupos deixa duvidas
quanto a real influéncia da progesterona no desenvolvimento desta infeccdo. A
interferéncia deste hormonio reduzindo a agdo dos mecanismos locais de defesa ja
foi bastante descrita, e ndo pode ser desprezada. No entanto, mesmo os animais do
grupo Il - em que se implantou esponjas intravaginais sem progesterona - também
desenvolveram vaginites, o que demonstra que a agdo do horménio pode nao ser o
unico fator envolvido. A acado fisica dos implantes, que atuam como corpos

estranhos, é capaz de provocar reagoes inflamatdrias alterando o ambiente vaginal



(AI-HAMEDAWI et al., 2003; SUAREZ et al., 2006; TECNOPEC, 2007). Também a
constante absorgdo e retengao das secregdes vaginais pelos implantes durante o
tratamento hormonal estimula o crescimento das bactérias (AI-HAMEDAWI et al.,
2003; SUAREZ et al., 2006).

Outro fato que deve ser considerado é a alta concentragao de progesterona
plasmatica obtida com o uso de implantes, o que desencadeia um pico de até 7 a 8
ng/mL, concentragdo muito superior a observada na fase de diestro fisiolégico que
varia entre 2 a 3 ng/mL (PINNA et al., 2008). Desta forma, acredita-se que possa
haver um subito desequilibrio hormonal entre progesterona e estrégeno, acentuando
o efeito imunossupressor da mesma, e tornando essas fémeas tratadas mais
susceptiveis a infecgdes do trato genital.

Pode-se observar ainda que, apds a retirada dos implantes, houve
predominancia de bastonetes no grupo Il, no qual apenas um animal apresentou
estro, enquanto nos grupos | e lll, em que quase a totalidade dos animais
apresentou estro, houve predominancia de cocos ou proporcdo semelhante entre
cocos e bastonetes. Desta forma, sugere-se que tenha ocorrido uma associacao
entre o efeito quimico da progesterona, que atua reduzindo as defesas locais da
vagina das ovelhas, e o efeito mecéanico causado pelo dispositivo intravaginal. Tal
associacao permitiu ndo somente o0 aumento numérico na microbiota vaginal, mas
também alteragbes qualitativas caracterizadas pela mudanga de colonizagao
bacteriana, primariamente composta por estafilococos e, apds os implantes,

predominada por coliformes.



7 CONCLUSOES

No presente estudo, demonstrou-se que, apesar da insercao de dispositivos
intravaginais atuar como fator predisponente da infec¢do local bacteriana, os
microrganismos responsaveis por tal inflamacdo n&o foram aqueles que
predominavam anteriormente a sua insercdo, no caso, membros do género
Staphylococcus sp., mas microrganismos Gram-negativos do grupo coliforme,

provavelmente de origem fecal.

Desta forma, sugere-se que tenha ocorrido uma associagdo entre o efeito
quimico da progesterona, que atua reduzindo as defesas locais da vagina das
ovelhas, e o efeito mecanico causado pelo dispositivo intravaginal. Tal associagéo
permitiu ndo somente o aumento numérico na microbiota vaginal, mas também
alteracdes qualitativas caracterizadas pela mudanca de colonizacdo bacteriana,
primariamente composta por estafilococos e, apds os implantes, predominada por

coliformes.
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9 ANEXOS

9.1 PARAMETROS AVALIADOS PARA DETERMINAGAO DO

ESCORE DA CONDICAO

CORPORAL
Escore Processo 13? Costela Garupa
espinhoso
1 Proeminente O final é pontiagudo e facil Fina, a superficie tende
pontudo sentir os espacos entre, sobre a ser concava
e envolta das costelas
2 Proeminente Final macio e arredondado; Razoavelmente
mas macio pode-se sentir os espagos profunda com a
entre, sobre e envolta das superficie tendendo a
costelas amaciados ser plana
3 Pode Final arredondado e com boa Repleta e arredondada
sentido, mas cobertura, uma pressao firme
macio € necessaria para sentir os
arredondado espagos entre e abaixo das
costelas
4 Detectavel com Com pressdao firme as Repleta e com uma
pressao costelas podem ser sentidas camada de cobertura
individualmente de gordura
5 Pode ser sentido N&o podem ser sentidas, nem O mduasculo n&do pode
com pressdo mesmo com firme pressao ser sentido devido a
firme uma espessa camada

de gordura

Fonte: Suiter, 2004.



9.2 PESO VIVO MEDIO (KG) E ESCORE DA CONDICAO CORPORAL (0-5) DE
OVELHAS TRATADAS COM DIFERENTES TIPOS DE IMPLANTES
INTRAVAGINAIS (MEDIA + DESVIO-PADRAO)

Grupos Peso médio (kg) Escore da condi¢ao corporal
experimentais (0-5)
Gcior 41,95+ 6,93 (8) 3,13+£0,19 (8)
Gesponja s/Pa 41,18 + 7,26 (8) 3,31 £0,51 (8)
Gesponija c/P4 42,06 + 7,00 (8) 3,19 £ 0,29 (8)

Total 41,73 + 6,76 (24) 3,21 + 0,35 (24)

O valor entre parénteses refere-se ao numero de animais entre cada tratamento
(P>0,05).
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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