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RESUMO
RUY,Renata Alpuin. Métodos de diagnostico de endometrite equina e aplicacdo da auto-
hemoterapia como tratamento. 2014, 80p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria,
Patologia e Ciéncias Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Departamento de Reproducdo e
Avaliacdo Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Este estudo teve como objetivo avaliar e comparar os métodos de diagndsticos, cultura
bacterioldgica por swab/pinca, flush ndo centrifugado e flush centrifugado e a citologia uterina
por pinca/escova e flush uterino antes e apds os tratamentos (auto-hemoterapia e
antibidticoterapia). Antes dos tratamentos o crescimento bacteriano pelas técnicas swab/pinca,
flush nédo centrifugado e flush centrifugado foram de 100%, 76,4% e 94,1%, respectivamente
(H=0.91; p=0.63). A frequéncia total das bactérias foram Escherichia coli com 28%,
Corynebacterium spp e Serratia marcescens 14%, Alcaligenes faecalis 10%, Proteus
mirabilis 8%, Klebsiela pneumoniae, Streptococcus spp e Bordetella spp 6% e com 2%
Moraxella spp, Citrobacter freudi, Klebsiella oxytoca e Enterobacter sakazaki. Quanto ao
tipo de bactéria, sete foram observadas para a pin¢a e flush ndo centrifugado e 10 para o flush
centrifugado, (H=0.56; p=0.75). No pds tratamento o grupo controle apresentou 100% de
crescimento bacteriano nos trés métodos de cultura. Pela auto-hemoterapia, os métodos
swab/pinca, flush sem centrifugar e flush centrifugado apresentou crescimento bacteriano de
100, 80 e 80 % respectivamente (H=0,86; p=0,64). O grupo da antibidticoterapia, pelos
métodos de swab/pinca, flush ndo centrifugado e flush centrifugado apresentou crescimento
bacteriano de 66,66% 50% e 100 % respectivamente (H=0,86; p=0,64). Os trés grupos de
tratamentos, ndo apresentaram diferencas significativas (H=0.86; p=0.64) no periodo pds
tratamento, dentro das técnicas empregadas. A frequéncia das bactérias pos tratamento foram,
Corynebacterium spp e Klebsiela penumoniae 22,85% Serratia marcescens e Alcaligenes
faecalis 14,28%, Bordetella spp 11,43%, Moraxella spp 8,57% e Escherichia coli 5,72%.
Pela citologia uterina utilizando a pinga/escova, 100% das eguas avaliadas apresentaram
aumento do numero de neutrofilos e pelo flush uterino centrifugado 52,94%. A média de
neutrdfilos foi maior para o flush uterino centrifugado (5.6+1.6) comparado a citologia com
pinga/escova (3.95+0.3), porém ndo apresentaram diferencas significativas (U=88.5; p=0.23).

O hemograma realizado avaliou os parametros de leucometria global, leucometria especifica



(neutrofilos), hematdcrito e fibrinogénio, através de exames seriados (TO, T6, T24 e T final) e
ndo apresentaram diferencas.

Palavras chave: égua, endometrite, métodos de diagndstico.



ABSTRACT

RUY , Renata Alpuin . Methods of diagnosis of equine endometritis and implementation
of self - hemotherapy as treatment. 2014,80p. Dissertation ( Master in Veterinary Medicine,
Pathology and Veterinary Sciences ) . Instituto de Veterinaria, Departamento de Reproducéo e
Avaliacdo Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The aim of the study was the evaluation and comparison of the diagnostic methods, as
bacterial culture swab / tweezers, flush and non-flush centrifuged and uterine cytology clamp/
uterine brush and flush before and after the treatments self hemotherapy and antibiotic
therapy. Before the treatments the bacterial growth swab/tweezers, non flush techniques were
centrifuged. The flush had 100%, 76.4 % and 94.1%, respectively (H = 0.91, p = 0.63). The
total rate of the bacteria Escherichia coli was 28 %, Serratia marcescens and
Corynebacterium spp 14 %, Alcaligenes faecalis 10 %, Proteus mirabilis 8%, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus spp and Bordetella spp 6%, Moraxella spp, Citrobacter freudi,
Klebsiella oxytoca and Enterobacter Sakazaki 2 %. Regarding the type of bacteria, seven
samples were observed with a tweezer, another sample with the non-flush centrifuged and 10
with the flush centrifuged ( H = 0:56, p = 0.75). After the post-treatment the control group
showed a bacterial growth of 100% for each of the three culture methods. For the self-
hemotherapy methods swab/tweezer, flush and non-flush centrifugation a bacterial growth of
100 %, 80 % and 80 % respectively ( H = 0.86, p = 0.64 ) was observed. The group of
antibiotic therapy, includes swab/tweezers, flush and non- flush centrifuged methods. In
summary they showed a bacterial growth of 66.66 %, 50 % and 100% respectively ( H = 0.86,
p = 0.64 ). Three group treatments showed no significant differences ( H = 0.86, p = 0.64 )
within the used techniques. The frequencies of the bacteries, post-treament, were, Klebsiella
pneumoniae and Corynebacterium spp 22.85%, Serratia marcescens and Alcaligenes faecalis
14.28%, Bordetella spp 11.43%, Moraxella spp 8.57% and Escherichia coli 5.72%. By using
the uterine cytology like the tweezers/brush, 100% evaluated mares showed increased number
of neutrophils and the number of centrifuged uterine flush was 52.94% . The average number
of neutrophils was higher as the uterine flush centrifugation ( 5.6 £ 1.6 ). In comparison with
cytology tweezers/ brush ( 3.95 £ 0.3 ), but not significantly different ( U = 88.5, p = 0:23).

The parameters of the blood cell counts were evaluated for global leukocyte counts, specific



leukocyte (neutrophils ), hematocrit and fibrinogen in several examinations ( TO , T6 , T24
and T final ). All in all no differences could be obeserved.

Keywords : horse, endometritis, diagnostic methods.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Laudo de cultura bacteriana realizado antes dos tratamentos, pelos métodos de
diagnostico de endometrite equina EMPregados. .........oveireirererieere e 48

Tabela 2. Resultado de cultura bacteriana ap6s os tratamentos, elos métodos de diagnostico
de endometrite equINa EMPIEJAUDS. .......covervirreriiriirieeeiee ettt bbb 52

Tabela 3. Resultado do antibiograma antes e ap0s aos tratamentos, pelos métodos de
diagNOStICO BMPIEJAUOS. .....c.eiuiieiieiieierieee ettt bbbt b e e b bt e et e 55

Tabela 4. Classificacdo de endometrite e nimero de neutrofilos pelos métodos de diagndstico
de citologia, pinca/escova e flush uterino, antes e apos tratamentos empregados. .................. 60

Tabela 5. Média de Leucometria Global entre os diferentes temos (T0,T6,T24 e T Final), nos
Lo 0 o0 L0 =T (1 o [0SR 62

Tabela 6. Média de neutréfilos nos diferentes tempos(TO, T6, T24 e T Final), dentro dos
[0 (U] 01 1SRRI 63

Tabela 7. Média (%) do hematdcrito avaliado nos tempos (T0, T6, T24 e T Final). .............. 64

Tabela 8. VValores medios do fibrinogénio nos diferentes temo (T0, T6, T24 e T Final)........ 64



LISTA DE GRAFICOS

Graéfico 1. Frequéncia de crescimento bacteriano pela cultura, realizada por pinca/escova. ..47

Grafico 2. Frequéncia de crescimento bacteriano pela cultura, realizada por flush néo

(00=] 1 10T T Lo (o TSR 49

Graéfico 3. Frequéncia de crescimento bacteriano pela cultura realizada por flush centrifugado.

Grafico 4. Média de neutrofilos por campo antes dos tratamentos, pelos métodos de

diagnostico de citologia uterina por ecova/pinga e flush uterino. ..........cccooveieiiienciceen, 58

Gréfico 5. Média de neutrofilos por campo ap6s tratamentos nos grupos, controle, auto-
hemoterapia e antibidticoterapia, pelos métodos de citologia uterina por pinga/escova e flush

101 1o TSSO 59
Gréfico 6. Frequéncia de crescimento flngico pela cultura, antes dos tratamentos................. 61

Gréfico 7.Valor médio de leucometria global do grupo auto-hemoterapia (A) e

antibidticoterapia (B), nos diferentes tempos de coleta de sangue..........ccccevveveevecieceeciecnnean, 63



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Imagem fotografica demonstrando a conformacéo perineal vulvar normal da

o] LT L=< [0 - OSSPSR 28

Figura 2. Imagem fotografica demonstrando a ma conformacéo perineal da espécie equina. 29

Figura 3. Presenca de fluido uterino durante 0 €Stro. .........ccccveveeiieiisieese e 30
Figura 4. Delineamento EXPerimental...........ccocviveiiieiieie e 37
Figura 5. Cronograma de realizacao da cultura bacteriologica. ..........c.ccoevveveieciv e i 38
Figura 6.Cronograma de coleta de material para citologia endometrial. ............ccccoevrvrinnne 41
Figura 7. Cronograma de coleta de materail do flush uterino. ............ccoceveiiiiiiiniie, 42
Figura 8. Materiais para coleta do flush e citologia Uterina. .........c.ccocvveveieieiine i 43

Figura 9. Cronograma de analise da cultura fUNgiCa. ..........ccoeverereiiiieiseseese e 44



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Zonas de inibigéo avaliadas pelo didmetro dos antimicrobianos utilizados. ......... 41



LISTA DE ABREVIAC}@ES
cm= Centimetro
ml=Mililitro
mm= Milimetro
nm= Nandmetro
PGF20= Prostaglandina
PMNs= Polimorfonucleares

TO = Tempo inicial de coleta de sangue

T6 = Tempo de seis horas

T24 = Tempo de vinte e quatro horas

T final = Tempo final da coleta, no ciclo subscequente
rpm= Rotacdes por minuto

y/g = Micrograma

y/L= Microlitro



SUMARIO

L INTRODUGAD ..ottt sttt sttt en sttt 18
2. REVISAO DE LITERATURA .....ooiiieeeeee e teete sttt es st sen s, 19
2.1 ENAOMELrite EQUING ....ceoiveeie ettt 19
2.2 ClassificagOes da ENdOmMetrite EQUING...........ccoviirieierieieiesie s 20
2.2.1 Endometrite persistente pOS CODEITUNA .........ccoeiiiiiiiiiiieeee e 20
2.2.2 Endometrite Infecciosa Cronica (EIC) .......cccovveieiieiicie e 21
2.2.3 Endometrite Cronica Degenerativa (ENdOMELroSe) .........cccevvevveiveiieeriesiieseesie e 22
2.2.4 Endometrite causada por Bactérias Sexualmente TranSmiSSiVeis. ........c.ccocevevrenens 22

2.3 Agentes Causadores de ENJOMETIITE ........ccoiiiiiieieieese s 23
2.4. Mecanismos de Defesa Uterina da ESpécie EQUING..........ccccooviiernineieneieseseesieen 25
2.4.1 Mecanismos fisicos de limpeza ULEriNa...........c.cceiveiieieiee e 25
2.4.2Mecanismos de Defesa Humoral € Celular............ccooviviiiinineinicceees 25
2.4.3 Susceptibilidade a ENAOMELIITE ........ccoiiiiiiiiiiiec e 26

2.5. Diagndstico de ENdOmetrite EQUING ..........covoiiriieiiieeseseee e 27
T R 1] oo T PSP 28
2.5.2 Exame Ultrassonografico ULEriN0...........cccoveiicieiicie e 29
T I O (0] (oo T N U1 (=1 o - SRR 30
2.5.4 FIUSN UTEIINO ..ottt bbb 31
2.5.5 CUIUIA ..o bbbttt bbb 32
2.5.6 BIOPSIA ULBIINA.....ccuiiiiiieiiec ettt et e b ne e nnee s 33

2.6. Tratamentos de Endometrite EQUING..........coveviiiiie i 33
3. MATERIAIS E METODOS. ....cccoutiuririineereesesseeseessssssssesssssssssasssssssssassssssssssssssssssssssncs 36
3.1 Local e periodo d& EXECUGAD.........ccoueieieie ettt 36

3.2 ANIMAIS € IMANEJO ...ttt bbbttt na bbb 36



3.3 Exame Ultrassonografico do ULErO..........cccvveeviverenvceeiieeessieeeesesseseseesessssessas s 37

3.4 Cultura BaCteriolOQICa ........cveiieiiecie ettt 37
3.4.1 Procedimento de COIBTA ........cueuiiierieieie e 37
3.5 Protocolo de Cultura Bacterioldgica e antibiograma...........ccceceeererreneneisenenseseens 39
3.5.1.1501amento BACIEIAN0........coiieiiiiecieee et 39

3.5.2. Coloracdo de Gram, Prova do Hidroxido de Potassio (KOH) a 3% e Prova da

CALANASE ...t bbb 39
3.5.3. 1dentifiCaca0 daS BSPECIES ......civiiieirieieeie it e sie e e e e e sreesae e e sre e 39
3.6 Testes de suscetibilidade antimiCrobIaNa............ocoveriiiineiei e 40
3.6.1 Preparo d0 iNOCUIO .......cviiieiieeie ettt et e 40
3.6.2. Difus&0o em diSCO SIMPIES.......cuiiiiiiiiiiisierieeee e 40
3.6.3 DisCOS de antimICrODIAN0S .........ccveruiriiriirieriieieee et 41
3.7 Citologia ENAOMELIIal.........cc.ocoviiiiieic e 41
3.7.1 Procedimento de COIBTA .........cuiirieiieicise s 41
3.7.2 Procedimento da @NAlISE..........cooieiriieeere e 42
BB FIUSN ULBIINO ...ttt b et 42
3.8.2 CUIUIE FUNGICA ... veeeieeieeeeeie sttt 44
3.9. ANalise HEMALOIOGICA. .......ccueiieiecie et 45
3.9.1 Hematdcrito ou volume GIOBUIAr (%0).......cccvevveieiieie e 45
3.9.2 Proteinas plasmatica e FIDrNOGENIO .........coooieiiiiiiie e 45

4 RESULTADOS E DISCUSSAD ..ot sessses s 46
4.1 Cultura BacteriolOgiCa ........ccueiveiuiiie ettt 46
A AN o1 (] o Lo o = 4 - SRS POPRTR 54
O O (o] (oo | - W U (=] T - AP SPOPTR 57
4.4 CUIUIE FUNQICA. ...ttt bbb bbbt b et 61

4.5 HEMOGIAMA. ...ttt e e e e n e e e s e e ne e s e e re e e e 62



4.5.1 Leucometria global...........ccooi i 62

4.5.2 NEULIOTIIOS ... 63
4.5.3 HEMALOCTTTO .....cveteseietee ettt e 63
Y | o1 g To o =T o o TSRS 64

5. CONCLUSOES ......couvumirmeimeeseeseeeseese sttt 65

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooiiiieieeeeeeeeeeee e ses e esteeiee e 66



1. INTRODUCAO

O profissional da &rea de reproducdo equina possui como desafio elevar a eficiéncia
reprodutiva de animais de alto valor econdmico e ou genético.A infeccdo uterina é a causa
mais importante de reducdo da fertilidade em éguas (HURTGEN, 2006) que consiste em um
processo infeccioso ou ndo, agudo ou crdnico, que acometendo o endométrio, gerando um
ambiente uterino inadequado para o concepto, impossibilitando seu desenvolvimento e
consequentemente levando a perda embrionaria ou aborto.

A infeccdo endometrial pode ocorrer apds o coito, ap6s a paricdo, devido a ma
conformacao vulvar ocasionando urovagina, pneumovagina ou alguma contaminacdo durante o
exame ou tratamento ginecoldgico (WINTZER, 1990). A infec¢do intra-uterina pode ocorrer se
houver falhas no mecanismo de defesa auto-higienizante do Gtero e ou se a patogenicidade ou
concentracdo de microorganismo for elevada (WINTZER, 1990). Os métodos de diagnostico
compreendem exame ginecoldgico completo, que incluem a ultrassonografia, citologia
endometrial, cultura bacterioldgica, fungica e bidpsia uterina. Outro método utilizado, o flush
uterino, no qual se obtém amostras para a cultura bacteriologica e citologia uterina, é melhor na
capacidade de diagnosticar endometrite com base microbioldgica quantitativa e achados
citoldgicos, em relacdo a técnica do swab (LEBLANC, MAGSIG, STROMBERG, 2007). O
tratamento terapéutico inclui o uso de imunoestimulantes e a aplicacdo de antimicrobianos por
via sistémica ou por infusdes uterinas, drogas ectobolicas.

Como tratamento alternativo a auto-hemoterapia visa estimular a resposta imune do
organismo. No presente estudo objetivou-se comparar os resultados da citologia uterina e
cultura bacterioldgica realizadas através de amostras obtidas por swab e flush uterino, bem
como avaliar a auto-hemoterapia, um método que ndo € muito estudado em casos de tratamento

para endometrite em éguas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Endometrite Equina

A endometrite, uma inflamacdo do endomeétrio, aguda ou crénica, infecciosa ou nao
infecciosa, é a mais importante causa de reducéo da fertilidade (ASBURY, 1987; HURTGEN,
2006). Além da morte embrionaria precoce, devido a alteragdo do ambiente uterino (BALL et
al., 1988), abortamentos e descarte de animais (LAGONI, et al., 1999).

A infeccdo uterina nas éguas pode ocorrer durante o parto ou logo apos ele, em
decorréncia de pneumovagina ou contaminacao durante procedimentos veterinarios. Devido a
falha no mecanismo de defesa auto-higienizante do Utero ou se a patogenicidade e
concentragdo do microorganismo for elevada (WINTZER, 1990).

O ldmen uterino de uma égua fértil normal é bacteriologicamente estéril e tem a
capacidade de recuperar-se da contaminacdo natural ocorrida ap06s o acasalamento ou
procedimentos veterinarios (JACOB et al., 2002).

Sendo a inflamac&o induzida primeiramente por bactérias (KOTILAINEN et al., 1994)
As células polimorfonucleares (PMNs) tem quimiotaxia pelos espermatozoides, o que
sugerem uma resposta inflamatoria uterina logo apds a copula ou inseminacao artificial, sendo
necessaria para a limpeza do Utero pelo excesso de espermatozéides e plasma seminal
(TROEDSON, 2001).

E associada a infecgbes bacterianas aerdbicas e também causada por infeccdes
anaerdbicas, pneumovagina, acumulo de urina, de sémen, infusdo intrauterina de substancia
irritante (RIDLLE et al., 2005), fungos e protozoarios (RIBAS, 1998).

A endometrite equina possui algumas classificagdes como: endometrite aguda
(associado a infeccBes venéreas), endometrite infecciosa crdnica, endometrite persistente pds

cobertura e endometrose (degenerativa crénica) (WATSON, 2000).
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2.2 Classificagdes da Endometrite Equina
2.2.1 Endometrite persistente pos cobertura

Um processo inflamatério transitério e fisiologico pds-cobertura ocorrem nas éguas, a
fim de remover excesso de espermatozoides, plasma seminal e possivel contaminantes do
utero, com objetivo de tornar o meio adequado para a recep¢do do embrido no quinto ou sexto
dia apos a ovulacdo (LEBLANC et al., 1998).

O sémen no Utero da égua induz uma inflamacdo fisiologica. Essa endometrite
transitoria ocorre ap0s a cobertura ou inseminacdo artificial, a fim de remover os
espermatozéides excedentes, plasma seminal e possiveis contaminantes (ZENT et al., 1998;
TROEDSSON, 1997; MALOUFI et al. 2002).

Na espécie equina os espermatozodides sdo depositados no interior do Utero, que
rapidamente sdo transportados para as tubas uterinas. Apesar um pequeno numero destes
chegarem na tuba uterina, onde ocorre a fertilizacdo (TROEDSSON, 1995).

O transporte dos espermatozoides do Utero a tuba uterina é completado em quatro
horas apds a cobertura (BLANCHARD et al., 2003), uma pequena parte dos espermatozoides
ejaculado ou inseminado alcancam a tuba uterina (SCOTT,; LIU; OVERSTREET, 1995). A
inflamacdo uterina transitoria pés cobertura é necessaria para limpar o Gtero do excesso de
espermatozoides e debris, com a finalidade de deixar o Utero estéril (PYCOCK e ALLEN,
1990).

O Utero das éguas responde a presenca do sémen, 30 minutos apds a cobertura com o
aporte de neutrofilos (KOTILAINEM et al., 1994). O pico da inflamagao ocorre 12-14 horas
apos cobertura (KATILA, 2001; CARD, 2005). A contracdo miometrial também ajuda na
eliminacdo dos espermatozoéides do Utero através da cérvice apds a cobertura (TROEDSSON,
2006).

Experimentos relataram atrasos na limpeza do liquido acumulado no lamen uterino
apos a cobertura (LEBLANC et al., 1994). Este atraso ocorre em eguas susceptiveis, na
maioria sdo éguas mais velhas, devido falhas no mecanismo de defesa (LEBLANC, 2003).

A presenca de fluido uterino 48-96 horas apds a cobertura, pode ser considerado uma
endometrite persistente pos cobertura. Acimulo de fluido no Utero apresenta menor taxa de
prenhez e maior taxa de morte embrionaria (NEWCOMBE, 1997).
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Falha nos mecanismos de defesa da égua, vai promover uma aderéncia bacteriana no
Utero, 0 que vai causar uma infecgdo bacteriana.  Quando ha persisténcia da inflamacé&o, ela
passa a ser patologica, chamada de endometrite persistente pds cobertura. O Utero se torna
incompativel com a sobrevivéncia do embrido, devido a uma constante liberacdo de
prostaglandinas F2o (PGF2a), por causa da inflamagdo, o corpo liteo sofre lise e as
concentragcdes de progesteronas diminuem, determinando a falha reprodutiva (LEBLANC,
2003).

E importante entender a diferenca entre endometrite fisioldgica que é induzida pela
cobertura, da endometrite persistente pds-cobertura, que é patoldgica. A endometrite induzida
pela cobertura apresenta descarga vaginal purulenta nas 12 primeiras horas ap6s a cobertura.
A endometrite persistente pos cobertura pode ser considerada uma causa importante de
infertilidade em éguas susceptiveis (TROEDSSON et al., 2001).

O sémen de alguns garanhdes provoca uma reacao inflamatoria mais significativa,
enquanto que outros, uma inflamagdo mais branda independente da égua ser susceptivel ou
ndo a endometrite persistente pos cobertura (TROEDSSON et al., 2000, TROEDSSON et al.,
2002). O plasma seminal ¢ um agente supressor da atividade do sistema complemento e da
quimiotaxia pelos PLMNs e fagocitose, agindo como inibidor ou modulador da inflamacao
uterina (TROEDSSON et al., 2000).

2.2.2 Endometrite Infecciosa Cronica (EIC)

As endometrite infecciosas cronica sdo infeccBes oportunistas, persistentes em éguas
que tém tendéncia a contaminagdo uterina devido a defeitos de conformacdo perineal,
pneumovagina, trauma durante o parto e a perda da contratilidade uterina (LEBLANC et al.,
1998).

Normalmente a endometrite infecciosa cronica resulta da contaminacdo pela biota
fecal e genital oportunista, acompanhada de sinais de inflamagdo como secrecao purulenta e
acumulo de liquido no lumen uterino (BRITO e BARTH, 2003). A citologia uterina apresenta
padrdo inflamatorio e a histopatologia demonstra presenca de infiltrados celulares (LEY,
2006).

Geralmente éguas com endometrite infecciosa apresentam a conformacéo vulvar

anormal, mucosa vaginal e cervical hiperémicas, presenca de secre¢do oriunda da cérvice e na
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ultrassonografia observa-se acimulo de liquido no lumen uterino (BROWM e BERTONE,
2005).

2.2.3 Endometrite Cronica Degenerativa (Endometrose)

A endometrite crénica degenerativa € uma condicdo em que ocorrem mudancas
degenerativas no endométrio na auséncia de inflamacdo ativa (REED e BAYLY, 2000).
Endometrose € um processo progressivo e irreversivel e estd correlacionado com a idade da
égua e pode vir a agravar por agressdes frequentes como o coito, infeccbes ou gestacdes
(RICKETTS e ALONSO, 1991).

Infecgdes uterinas repetidas ou persistentes podem causar inflamacao do endométrio, o
pode levar ao desenvolvimento de fibrose periglandular (KENNEY, 1975; GORDON e
SARTIN,1978; CARNEVALE e GINTHER,1992; CARDARIO et al., 2002).

Além da fibrose, estdo presentes acimulos de linfa, adesao transluminais, formacéo de
diverticulos (RICKETTS, 1975). Na fibrose uterina as citocinas TGF-B1, IL-6 e TNF-a,
apresentam variabilidade entre as éguas, sem apresentar diferenca significativa na expressao
nas éguas com fibrose grave, moderada e as com auséncia de fibrose (CADARIO et al.,
2002). A fibrose periglandular difusa, independente do seu grau é nociva na capacidade do
tero em levar uma gestagdo a termo (KENNEY, 1978).

Em éguas mais idosas a reducgdo da elasticidade vascular pode resultar na diminuicao
da perfusdo tecidual, hipoxia crénica, ocasionando a producdo de citocinas fibrogénica
(interleucinas-6 [IL-6], fator de necrose tumoral-alfa [TNF-o], fator de crescimento tecidual-
beta [TGF-B]), promovendo a proliferacdo fibroblastica nos tecidos afetados (LEY, 2006).

Existem alguns tratamentos propostos, como a curetagem quimica, porém pode ndo
obter sucesso na reducdo da fibrose ou na condicdo da fertilidade (BRACHER, 1992;
ASBURY e LYLE, 1993; SCHOON et al., 1995).

2.2.4 Endometrite causada por Bactérias Sexualmente Transmissiveis

As infeccOes sexualmente transmissiveis sdo causadas pelo garanhdo, que dissemina o
patdgeno entre as éguas, como a Taylorella equigenitalis, Klebsiella pneumonie (DIMOCK e
EDWARDS, 1928; PLATT; ATHERTON e ORSKOV, 1997) e Pseudomonas aeruginosas
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(CAUSEY et al., 2006). Os garanhfes possuem uma variedade de bactérias no trato genital,
que sdo transferidas para as éguas no momento da cobertura (JACOB et al., 2002).

Muitas bactérias da microbiota natural da vagina sdo deslocadas para o interior do
utero no momento da copula (HINRICHS et al.,1988). Mais de 80% das éguas sdo
bacteriologicamente positivas em culturas cervicais 24 horas ap6s a cobertura (BRYANS,
1962).

2.3 Agentes Causadores de Endometrite

A etiologia de endometrite na égua é muito variavel, podendo ser causada por
diferentes microorganismos, por exemplo: Stretococcus equi, subsp. zooepidemicus,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida albicans (MORENO et al., 1972; MERKT
etal.,1987; LANGONI et al., 1994).

A acdo dos microorganismos no Utero causa deficiéncias, o que diminui de forma
consideravel as chances de uma nova gestacao a termo (RICKETTS, 1981; GASTAL et al.,
1989). Endometrites bacterianas foram documentadas com relativa frequéncia por Vaz et al.
(1979); Langoni et al. (1999); Watson (2000). As endometrites flngicas ndo sdo téo
facilmente diagnosticadas comparados com as bacterianas (PYCOCK, 1999), o cultivo de
fungos é mais trabalhoso do que o cultivo de bactérias porque necessita de um tempo maior
de incubacdo (LACAZ; PORTO; MARTINS.,1984).

Lagoni et al (1994) realizou um estudo onde colheu 810 swabs de éguas, foram
isolados Stretococcus equi subsp. zooepidemicus (40,6%), Staphylococcus sp (23,5%),
Escherichia coli (12,3%), Rhodococcus equi (7,4%) e Klebsiella pneumoniae (3,6%). Em que
demonstrou maior sensibilidade ao cloranfenicol e gentamicina.

Outro estudo realizado com 15 éguas vazias no fim da estacdo de monta, demonstrou
um crescimento de microorganismos em 11 (73,3%) dos animais. Os microorganismos
isolados foram: Enterobacter sp (30,8%), Escherichia coli (23%), Streptococcus sp (15,4%),
Proteus sp (15,4%), Klebsiella sp (7,7%), Citrobacter sp (7,7%). Nele demonstrou maior
sensibilidade a sulfazotrim (86,0%), enroflorxacina e florfenicol (77,7%), gentamicina e
cloranfenicol (69,3%) (JACOB et al., 2002).

A adesdo bacteriana é um dos fatores responsdvel para que ocorra a infeccdo
bacteriana, as adesinas estdo presentes na superficie das bactérias e nos receptores da célula

do hospedeiro (WITTENBRINK; HOLZLE; BAUMEISTER, 1997). No processo de adesao,
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as bactérias se justapdem produzindo uma matriz de polissacarideos, formando um polimero
extracelular, o glicocalix (COSTERTON et al., 1995).

O biofilme produzido por algumas bactérias provoca resisténcia aos antibidticos e as
defesas imunoldgicas humoral e celular (OLSON et al., 2002). Varios géneros de bactérias,
principalmente Pseudomonas aeruginosa secretam biofilme, o que contribui para infecgdes
persistentes (PARKINS; CERI; STOREY, 2001).

As bactérias Escherichia coli e Streptococcus 8-hemolitico produzem fluido intra
uterino, que é observado pela ultrassonografia (CAUSEY, 2006). E as infec¢Bes causada por
Escherichia coli secretam biofilme (LEBLANC; MAGSIG; STROMBERG, 2007).

Amostras de secrecdo uterina cultivado em meio de cultura Agar-sangue e citologia
endometrial, isolaram Candida albicans em 2,2% (7/317) das amostras e foi isolado em
85,7% (6/7) dos casos pelo exame citoldgico, 0 que mostra que poderia ter usado um meio
especifico seletivo para cultura fungica (LANGONI et al., 1999).

A doenca reprodutiva fungica na égua geralmente é de origem fecal ou da pele. Os
principais agentes isolados apartir da cultura de material uterino, sdo: Candida sp e
Aspergillus sp.Porém, a Candida albicans é o agente fangico que mais acomete o trato
reprodutivo da égua, mas existem outros microorganismos causadores de endometrite fungica
como o Actinomyces sp, Rhodotorula sp, Fusarium sp, Penicillium sp, Nocardia sp e Mucor
sp (PETRITES-MURPHY et al.,1996).

A presenca de Candida albicans na cultura ndo significa que estara presente no exame
de histologia. Existe a possibilidade de haver contaminagdo ocasional do endométrio e
eliminacdo espontanea do agente. Em outras situacdes pode haver invasdo mais profunda do
fungo devido a filamentacdo da Candida sp. objetivando a necessidade de associar 0s exames
de cultura e histologia (KENNEY, 1978).

O diagndstico de endometrite fungica acaba tendo um custo mais elevado, por
requerer uso de coloracdes especificas para identificacdo das formas fangicas (CULLING et
al., 1985). Um dos motivos é a falta de pesquisa sobre endometrite fungica em animais
inférteis, devido a demora do crescimento das culturas flngicas, e o longo periodo de
tratamento (AMARAL et al., 2007).0 prognéstico para a fertilidade de éguas com
endometrite micotica é de reservado a desfavoravel (PYCOCK,1999).
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2.4. Mecanismos de Defesa Uterina da Espécie Equina

O ldmen uterino de uma égua fértil normal é bacteriologicamente estéril e tem a
capacidade de recuperar-se da contaminacdo natural ocorrida ap0s a cobertura ou
procedimentos veterinarios (JACOB et al., 2002). A inflamacdo é uma resposta protetora e
complexa que envolve adaptacdes teciduais, vasos sanguineos, sangue (componentes liquidos

e celulares), tecido conjuntivo, a fim de destruir o agente agressor (CARVALHO, 2004).

2.4.1 Mecanismos fisicos de limpeza uterina

Entre os mecanismos fisicos que contribuem para a defesa uterina incluem-se o
fechamento dos labios e o posicionamento da vulva (CASLICK, 1937), a contratilidade do
miométrio (LEBLANC et al., 1998) e a eficiéncia da cérvice (MATTOS, 1989), além da
producdo de muco pelo endométrio (CAUSEY et al., 1997). Deficiéncia na limpeza do Utero
no periodo do estro pode causar endometrite na égua (TROEDSSON e LIU, 1991).

Com o uso da ultrassonografia Ginther e Pierson, (1984), observaram que éguas
susceptiveis as endometrites recorrentes retém uma quantidade significativa de liquido na luz
uterina, sugerindo que nestes animais possa estar havendo uma deficiéncia de contratilidade
uterina, sendo este um dos fatores importantes a cronicidade da patologia.

Animais mais velhos e susceptiveis tem uma disfuncdo mecanica na limpeza do Gtero
0 que faz acumular fluidos ap6s a inoculacdo de bactérias na fase do estro (LEBLANC et al.,
1989). A conformacdo perineal deficiente, a angulacéo e a forma da vulva, o préprio parto, a
pratica de exame reprodutivo (LEBLANC; ABSURY; LYLE, 1989) e a contratilidade

miometrial (CARD, 2005) contribui para a endometrite.

2.4.2Mecanismos de Defesa Humoral e Celular

Os mecanismos imunoldgicos sdo compostos pelo sistema imune humoral, por
algumas classes de imunoglobulinas e pela fagocitose realizada por neutrofilos (MATTOS et
al., 2003). O endométrio € considerado parte do sistema imune, por produzir e secretar
imunoglobulinas (WIDDERS et al.,1985). Kenney e Khaleel (1975), foram os primeiros a
estudar este processo utilizando técnicas de imunodifusdo e imunofluorescéncia,

demonstrando a existéncia de IgA, IgG e IgM na luz do utero.
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Eguas com baixa fertilidade possuem um nimero maior de IgA e IgM no fluido
uterino comparado a éguas sadias ( BLUE et al., 1982). O complemento é o maior sistema de
defesa contra a invasdo de microorganismos (CARVALHO, 2004). As opsoninas,
especificamente as imunoglobulinas junto o complemento sdo fundamentais no processo
fagocitico, eles aumentam a aderéncia dos organismos a membrana celular do fagécito
(MALSCHITZKY et al., 2007).

O neutrofilo € a célula de defesa mais importante do Utero, esta presente no Iimen
uterino 30 minutos apds a cobertura, atingindo o pico 12 horas ap6s (KATILA, 1995;
TROEDSSON, 1997). Mediadores pro-inflamatérios no inicio da inflamacéo séo liberados
pelos neutrofilos durante o processo de fagocitose, pelas células do endotélio vascular, por
células endometriais lesadas e por macrofagos ativados pela inflamacdo (MALSCHITZKY et
al., 2007).

Os neutréfilos polimorfonucleares (PMNS) ativados liberam a PGF2a pelo
metabolismo do &cido aracddnico através da enzima ciclooxigenase. Ela causa contracdo da
musculatura lisa do miométrio e também é mediador inflamatorio (TROEDSSON; SCOTT;
LIU, 1995).

Para Watson et al. (1987), os neutréfilos sanguineos e uterinos de éguas susceptiveis
tém a menor capacidade migratéria e fagocitica, respectivamente, que os de éguas resistentes
e os neutréfilos sanguineos de éguas susceptiveis tém sua fungdo fagocitica inalterada.
Produtos toxicos da atividade bacteriana poderiam estar deprimindo a fungédo dos neutréfilos
uterino, assim como defeitos na quimiotaxia e na fagocitose podem resultar em menor
capacidade bactericida (ALLEN; PYCOCK, 1989).

A atividade migratéria de neutrdfilos da corrente sanguinea para os tecidos é essencial
no processo de inflamacdo. A causa de infeccOes bacterianas resistentes a tratamentos é
atribuido a deficiéncias nessa funcdo migratéria, de ingestao e lise intracelular dos neutrofilos
(BRENNEIS e HANSCH, 1993). Néo ha diferenga na concentragdo maxima de neutrdéfilos
entre éguas susceptiveis e as resistentes, porém existe no tempo em que a concentracao se
mantém elevada, em que nas éguas susceptiveis os neutrofilos permanecem elevados por um
periodo mais longo (KATILA, 1996).

2.4.3 Susceptibilidade a Endometrite
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Eguas que apresentam deficiéncia em eliminar a inflamacéo do Gtero, que permanece
infectado, deixando um ambiente inadequado para o embrido e acabam desenvolvendo uma
endometrite persistente, sdo classificadas como susceptiveis (LEBLANC; ASBURY; LYLE,
1989; SELLNOW, 2007). Por apresentarem diminuicdo da contratilidade miometrial, facilita
a aderéncia de bactérias ao endométrio (TROEDSSON; LIU; THURMOND, 1993;
LEBLANC et al., 1994).

Outra caracteristica das éguas susceptiveis € a menor liberacdo de PGF2o apds a
inseminacdo artificial ou a administracdo de ocitocina exdgena, o que explica a menor
capacidade contratil do utero destes animais (NIKOLAKOPOULQOS et al., 2000). Isso
permite um actmulo de fluido no lumen uterino, por varios dias ap6s a cobertura, com um
quadro inflamatério persistente, podendo predispor a infeccao bacteriana (LEBLANC, 2003).
O acumulo de fluido prejudica a fagocitose por neutréfilos, levando a acimulo de oxido
nitrico liberado pelos neutréfilos degenerados (TROEDSSON et al.,1993). O 6xido nitrico
atua reduzindo a contratilidade da musculatura lisa uterina, gerando assim um ciclo vicioso
(ALGHAMDI e TROEDSSON, 2002).

A direcdo das contracOes das fibras musculares € diferente entre as éguas susceptiveis
e resistentes. Em éguas sadias a contracdo ocorre da ponta do corno uterino para a cérvice,
enquanto que nas susceptiveis a contracdo nao € ritmica, podendo se contrair em direcdo
contraria (REITZENSTEIN et al., 2002).

A principal caracteristica relacionada a susceptibilidade é a menor capacidade de
limpeza fisica uterina quando comparadas as éguas resistentes. Equas susceptiveis apresentam
um retardo de duas horas para iniciar a resposta contratil a presenca de espermatozéides e
bactérias em relacdo ao observado em éguas sadias (TROEDSSON et al., 1993).

Eguas resistentes apresentam trato reprodutivo normal, cultura e citologias negativas e
biopsia endometrial que se encaixa na classificacdo | de Kenney (1978), além de conseguirem
eliminar a inflamac&o endometrial em até 48 horas (TROEDSSON, 1997).

2.5. Diagndstico de Endometrite Equina

O diagndstico de subfertilidade em éguas torna-se de extrema importancia na tentativa
de prevenir ou minimizar perdas econdmicas (EIGENHEER-MOREIRA et al., 2007). Um

exame ginecoldgico completo é necessario para a deteccdo da endometrite equina, nele inclui
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o0 exame clinico, palpagéo transretal, exame de ultrassonografia do aparelho reprodutivo, uso
do espéculo vaginal, cultura uterina, citologia e a biopsia (RIDDLE; LEBLANC,;
STROMBERG, 2007).

O historico dos animais com endometrite mostra alteracbes no ciclo estral, como a
diminuicdo do ciclo, curtos periodos de diestro. Em outras éguas pode ocorrer um diestro
prolongado, anestro devido a baixa atividade folicular também é comum, assim como a

presenca de corpo luteo persistente (LEBLANC, 2003).

2.5.1 Inspecao

A avaliacdo da genitélia externa, como a conformacdo e a angulacdo dos labios
vulvares, em que qualquer alteracdo facilitaria a entrada de patdégenos no trato reprodutivo
externo (CASLICK, 1937; SILVA, 1983). Um estudo realizado com 25 éguas que
apresentavam patologias uterinas, ap0s 0 exame ginecoldgico, dez animais (40%)
apresentaram alteracdo na conformacéo vulvar em duas (8%), observou-se corrimento vulvar
(RIBAS, 1998).

A conformacdo perineal pode ser avaliada, conforme mostrado nas figuras 1 e 2. A
presenca de urovagina e pneumovagina, que predispdem a inflamacgdes uterinas (RIET-
CORREA, 2007).

Arquivo pessoal

Figura 1. Imagem fotografica demonstrando a conformacéao perineal vulvar normal da espécie equina.
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Arquivo pessoal
Figura 2. Imagem fotogréafica demonstrando a ma conformacéo perineal da espécie equina.

2.5.2 Exame Ultrassonogréafico Uterino

O exame ultrassonografico tem vantagens como, ndo ser invasivo, ser uma técnica
simples, segura para o animal e o veterinario, além de fornecer um diagnostico réapido
(GINTHER, 1996).

O acumulo de fluido no Gtero € um indicativo de égua susceptivel (CAUSEY et al.,
2006). Durante o estro, ocorre um aumento de secre¢do endometrial e formacdo de edema, é
comum ocorrer acimulo de fluido menor ou igual a 3,0mm de didmetro, que sdo achados
ultrassonograficos normais (BLANCHARD et al., 2003). A presenca de fluido uterino
(4x10mm), que é observado no final do diestro pela imagem ultrassonografica é indicativo de
endometrite (CURNOW, 1991).

A deteccdo de dois ou mais centimetro de fluido intrauterino no cio ou no periodo de
seis ou 36 horas pds cobertura também indica que a égua é susceptivel a endometrite pds
cobertura (BRINSKO et al., 2003; BUCCA et al., 2008).

No exame ultrassonografico € possivel observar um edema uterino associado a um
acumulo de 10 a 20 mm de fluido que se acumula no corpo e nos cornos do utero (BRINSKO
et al., 2011). Eguas susceptiveis podem acumular mais que 20 mm de fluido intrauterino
durante o estro (BRINSKO et al., 2003).

Eguas que apresentam actimulo de fluido intrauterino durante o estro (Figura 3) podem

ter alguma alteracdo uterina degenerativa, como angiopatias ou por fatores como: cérvice
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fechada que dificulta a drenagem; producdo de fluido aumentado,penumovagina o que faz
aumentar o processo inflamatério (LEBLANC, 2010).

" ‘l REPRODUCAD ANIMAL UFRRJ BG94 /7 HG94 / AP7 /IP4 /7 FR48 09/10/2012
woray Nane 75L50ERY  7.5H C*f 11:46:52
- - B HEAS
Distance
ICir/ﬂrea 1 3
Yolune 1 3
Ratio
% Stenosis p
Angle
Histogran [ 2
Profile
Others [ 2

Print Report
Distl 9.36nn
Dist2 11.1nn

Depth 6,47 64 /64 [

Dist: press [Setl to anchor start point

Arquivo pessoal

Figura 3. Presenca de fluido uterino durante o estro.

2.5.3 Citologia Uterina

A citologia é um método de diagndstico preferencial para detectar a presenca de
inflamacéo uterina, por ter um baixo custo, comparado a cultura uterina (JACOB et al.,2003).
E um método utilizado como meio de deteccdo de endometrite na qual se observa a presenca
de células inflamat6rias (BLANCHARD, 1998).

Quando € identificado neutrdfilo na citologia uterina é indicativo absoluto de
inflamagdo (ASBURY; GORMAN; FOSTER, 1984; CAUSEY et al., 2006). E importante
considerar os resultados da amostra citolégica com quadro clinico da égua, associado ao
exame bacteriol6gico (PIMENTEL et al., 1989).

A presencga de linfocitos, macréfagos ou plasmdcitos indica um problema cronico.
Eosinofilo indica infecgbes fungicas ou pneumovagina (DASCANO; LEY; BOWEN, 1997).

30



Existe uma relacdo positiva entre culturas positivas e exames citoldgicos (LAGONI et al.,
1994).

Os neutrofilos indicam inflamagdo ativa, decorrente de monta recente ou exame
ginecologico, resultando em citologia positiva transitoria. Citologia positiva persistente sem
crescimento bacteriano indica caso ndo infeccioso recidivante, como em pneumo e urovagina.
Nos casos de cultura positiva acompanhado de citologia positiva € diagnostico de infec¢do
uterina. Cultura positiva com citologia negativa, em geral é indicativo de possivel
contaminacéo durante o processo de colheita do material (BROWN e BERTONE, 2005).

2.5.4 Flush Uterino

Flushes uterinos tém sido usados para realizagdo de exames microbiologicos e exame
citolégico do endométrio de égua e representam uma alternativa para swabs endometrial
(BALL et al., 1988; PALM et al., 2006).

Ball et al. (1988) demonstraram que o flush uterino melhora a capacidade de
diagnosticar endometrite com base na microbiologia quantitativa e achados citol6gicos em
relacdo a técnica de swab. O aumento da frequéncia de diagnostico de endometrite com a
técnica de flush foi mais evidente em éguas subférteis do que normal (LEBLANC, MAGSIG,
STROMBERG, 2007).

Pelo método de flush uterino 70% das amostras apresentaram crescimento bacteriano.
Escherichia coli foi isolada em maior frequéncia sozinha (27,6%) e em combinagdo com
outro microorganismo (14,6%). Streptococcus beta hemolitico foi o segundo mais isolado
(20,9% Unico e 16,7% em combinacdo com um segundo microorganismo). Os dois
organismos foram isolados em 79,8% das culturas positivas no flush (LEBLANC, MAGSIG,
STROMBERG, 2007).

Infecgbes mistas com Streptococcus beta hemolitico e Escherichia coli foram 2-4
vezes mais comuns no flush comparado a cultura pelo swabs (NIELSEN, 2005; RIDDLE et
al., 2005). A técnica de flush de baixo volume, pode identificar mais organismos patogénicos
que a técnica de swab, devido ao soro fisiologico entrar em contato com uma maior area de
superficie do endométrio (LEBLANC, MAGSIG, STROMBERG, 2007).
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2.5.5 Cultura

A cultura possui significado clinico quando estd associado com inflamacdo do
endomeétrio diagnosticado pelo resultado da citologia e ou biopsia, devendo o agente ser
potencialmente patogénico para ser levado em consideragdo. Agentes irritantes como ar
(pneumovagina) e urina (urovagina) ndo estdo associados a crescimento bacteriano (RIET-
CORREA, 2007).

A interpretacdo correta das culturas microbioldgicas do endometrio da égua requer a
consideracéo de possiveis falsos positivos e falsos
negativos. Culturas falsas positivas foram associados a contaminagdo do instrumento no meio
ambiente, a genitalia externa e a vagina (BLANCHARD et al., 1981; RICKETTS, 1981).

O isolamento de um determinado microorganismo ndo representa definitivamente
endometrite, podem ocorrer falso positivos devido a contaminagdo do ambiente (JACOB et
al., 2002; LAGONI et al., 1994).

Por outro lado, culturas falsas negativas foram definidas como amostras do
endomeétrio, sem isolamentos microbiologicos, mas com evidéncia histologica de endometrite
(KNUDSEN,1964; BAIN, 1966; KENNEY, 1978; RICKETTS e MACKINTOSH, 1987).
Culturas falsas negativas podem estar associadas a amostragem inadequada do endométrio ou
com o uso de técnicas de cultura aerdbica que ndo podem recuperar bactérias anaerébias,
virus ou micoplasma (MOORTHY, 1977; KENNEY, 1978; RICKETTS, 1987).

O uso do swab para obter amostra destinada a cultura bacteriolégica do Utero em
combinagdo com a identificacdo de neutrofilos no esfregaco citoldgico, diminuiu
consideravelmente o nimero de éguas tratadas de forma inadequada. Porém nem todas as
éguas com endometrite sdo identificadas com o swab, por ele s6 entrar em contato com uma
area de 1-2cm de endométrio diretamente cranial ao colo do Gtero (LEBLANC, MAGSIG,
STROMBERG, 2007). Neilsen (2005), informou que apenas 38 de 84 éguas (45%) com
bactérias isoladas apartir de uma bidpsia endometrial, tinham bactérias isoladas a partir de
uma cultura do utero.

O resultado da cultura tem que ser baseado no microorganismo isolado, no histérico

clinico do animal e nos exames ginecologico (DIGBY, 1978).
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2.5.6 Biopsia Uterina

Através da técnica de bidpsia uterina € possivel observar variacfes histologicas das
fases do ciclo estral, na fase progesterénica o epitélio luminal possui altura média ou alta e a
densidade glandular é maior. Na fase estrogénica, o epitélio € alto e as glandulas endometriais
estdo alongadas no sentido do estrato esponjoso para o lumen. Observam-se alteraces
inflamatdrias e degenerativas, como processos cronicos com depdsito de colageno que leva
fibrose. Além disso, podem ser observadas lacunas linfaticas (dilatacdo de vasos), cistos
endometriais, e glandulas cisticas. Essas alteracGes estdo relacionadas a idade avancada das
éguas e a fibrose endometrial (RIET-CORREA, 2007).

2.6. Tratamentos de Endometrite Equina

A endometrite é de dificil tratamento pelo fato de ser uma doenca multifatorial, de
inimeras varidveis associadas com cada égua afetada, ndo devendo ser tratada com protocolos
padronizados (HURTGEN, 2006). Assim, o tratamento é realizado com base na tentativa de
minimizar os fatores predisponentes nas éguas em risco.

O tratamento terapéutico das endometrites inclui o uso de imunoestimulantes, no
intuito de aumentar a imunidade local, e a aplicacdo de antimicrobianos por via sisttémica ou
por infusbes uterinas (ZINHGER, 1996).A selecdo dos antimicrobianos a serem utilizados
para o tratamento é baseado na prevaléncia dos microrganismos e na susceptibilidade desses
frente aos antimicrobianos (McCUE et al., 1991).

Para escolher um antibi6tico ideal para o tratamento de endometrite, € necessario que
se confirme que a bactéria presente no Utero seja potencialmente patogénica. Para se ter
certeza, tem que ser feito o isolamento bacteriano e sua identificacdo, em caso positivo é feito
o0 antibiograma (DAVIS e ABBIT, 1977). Sempre associar o resultado clinico de presenca de
crescimento bacteriano em cultura com o quadro clinico e a presenca de infertilidade
(BETSCH, 1992).

A ocitocina € um agente uterotonico e € utilizado no tratamento de éguas susceptiveis
a endometrite por ajudar na limpeza uterina (LEBLANC et al., 1994). Ela estimula a
contracdo uterina e do oviduto (RIGBY et al., 1999). A ocitocina age na contragao uterina por
se ligar a receptores miometriais, que variam em nimero de acordo com a fase estral, onde a

maior concentracdo é na fase estrogénica e menor no periodo pés-ovulatério (RIGBY et al.,
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1999; GUTJAHR et al.,, 2000; VERONESI et al., 2006). O uso de ocitocina no dia da
ovulacdo e no dia posterior ndo afeta na formacdo do corpo l0teo, na produgdo de
progesterona e portanto na taxa de prenhes (BRENDEMUEHL, 2002).

O uso de prostaglandina (PGFa) em éguas com endometrite é devido causar uma
limpeza fisica do Utero por promover contragcdes miometriais o que ajuda a eliminar os fluidos
inflamatorios (VERONESI et al., 2006). Seu uso ap6s a ovulagdo pode ser capaz de interferir
na formacéo do corpo llteo, o que pode afetar a producéo de progesterona e a taxa de prenhes.
Possui uma vantagem em relacdo a ocitocina, sua atividade miometrial é de aproximadamente
cinco horas e a da ocitocina de 45 minutos (BRENDEMUEHL, 2002; LEBLANC, 2003).

O uso de antiinflamatdrios ndo esteroides (fenilbutazona) em éguas com endemetrite
persistente pds-cobertura, inibe a sintese de prostaglandinas, o que leva um atraso na limpeza
uterina (LEBLANC, 1997). Os antiinflamatorios esterdides sistémicos (AIES) tem funcéo de
metabolismo de mediadores inflamatdrios, diminuindo a migracéo dos neutrofilos para o local
da inflamag&o. Possui uma incapacidade de penetracdo na regido da lesdo, devido a uma
mudanca na conformacdo da superficie celular junto com a supressdo das agdes dos
neutrofilos e inibicdo da sintese de mediadores inflamatorios, dificultando a exudacdo dos
fluidos uterinos (ANDRADE, 2002).

A lavagem uterina tem o objetivo de auxiliar a limpeza do érgéo, melhorar o fluxo
sanguineo e linfatico do utero, diminuir a quantidade de bactérias, fungos e leveduras
responsaveis pela contaminacdo, diluir seus produtos metabolicos, aumentar o aporte de
neutréfilos para que eles migrem para os tecidos endometriais promovendo a defesa celular
(LEY, 2006).

Existem outros tratamentos alternativos, como o uso de plasma precedido de lavagem
uterina em éguas com endometrite pds cobertura, que contribui com opsoninas auxiliando 0s
polimorfonucleares no mecanismo de fagocitose bacteriana. O uso do plasma tem como
objetivo, aumentar as imunoglobulinas intrauterinas.

A curetagem uterina € um método seguro e relativamente facil de ser realizado, tendo
um melhor resultado na fase de diestro (LEY, 2006).

Muitos agentes tem sido usado como processo de curetagem quimica para o
tratamento de endometrite na égua. Incluem-se dimetil-sulfoxido (DMSO), o perdxido de
hidrogénio (H20,), sulfato de magnésio (MgSQ,), querosene e desinfetantes diluidos (solucao

iodo-povidine 0,2%).
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A eletro-acupuntura também tem sido usada clinicamente para aumentar a
contratilidade uterina em éguas com atraso na limpeza uterina (LIU e TROEDSSON, 2008).

A auto-hemoterapia conhecida como terapia do soro, imunoterapia, auto-
hemotransfusdo ou transfusdo de sangue autdlogo (SHAKMAN, 2007). O processo consiste
na retirada de sangue por puncdo venosa e sua imediata administragdo, por via intramuscular
ou subcuténea, sendo o doador e o receptor 0 mesmo individuo. Pode ser comparado a uma
aplicacdo de uma vacina autogena, atuando dessa forma na estimulacao da resposta autoimune
do organismo (LEITE, 2008).

Acredita-se que a auto-hemoterapia promova um estimulo proteico inespecifico e, em
casos de doengas inflamatdrias cronicas, promova a reativagdo organica. Os produtos da
degradacéo eritrocitaria sdo responsaveis por estimular o sistema imune normal, permitindo a
manutencdo da homeostasia (SANTIN e BRITO, 2004).

A administracdo intramuscular de sangue autdgeno apds cirurgias tem efeito
estimulante sobre o sistema reticulo-endotelial, bem como o sistema simpatico, que aumenta a
atividade e resisténcia dos tecidos (METTENLEITER, 1936).

No caso da papilomatose bovina, quando o organismo do animal absorve o sangue
Venoso, o sistema imune € ativado e passa a produzir anticorpos contra o papiloma, o que leva
a eliminacédo da enfermidade (LOBATO e BIRGEL, 2000).

A auto-hemoterapia € um método seguro, porém nao insento de complicacdes. Deve
ser praticado e indicado através de profissionais habilitados. A terapia sendo supervisionada e
praticada por tais profissionais ndo pode ser proibida, nem se constituir em ato criminoso ou
antiético. O que se deve coibir € o uso indiscriminado através da auto aplicacdo ou da
transfusdo de sangue por individuos inabilitados (OLIVEIRA, 2007).

Os procedimentos das imunoterapias especificas e inespecificas podem ser aplicados a
todos os tipos de patologias, pelo fato de que na maioria das doencas infecciosas, parasitarias,
neoplésicas, degenerativas e autoimunes, o sistema imune estar sempre envolvido no
desenvolvimento de todo o processo: inicio, evolucdo, controle e cura (VERONESI, 1976).

O tratamento de diversas doengas constitui-se principalmente de antibioticoterapia e
tratamentos de suporte. O alto custo e 0s possiveis efeitos colaterais causados pelos
antibioticos estimulam pesquisas que culminem com o desenvolvimento de novas técnicas e

agentes que possam minimizar tais custos e efeitos indesejaveis (GARCIA, 2008).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local e periodo de execucao

O experimento foi realizado na Area de Reproducdo Animal do Departamento de
Reprodugéo e Avaliagdo Animal - Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, e em haras comerciais da regido de Seropédica, no Rio de Janeiro, durante
estacdo de monta de 2012/2013, considerando o periodo entre outubro de 2012 a junho de
2013. A analise laboratorial das amostras foi realizada nos Laboratérios de Bacteriologia e de
Micologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

3.2 Animais e Manejo

O experimento foi concedido pelo Comité de Etica, para sua realizagdo. Foram
estudadas 17 éguas da raca Mangalarga Machador, com idade entre oito a 18 anos, onde o
critério para a égua entrar no estudo foi delas terem sido inseminadas trés ou mais vezes sem
recuperacdo embrionaria nos casos das doadoras, inseminadas trés ou mais vezes sem
apresentarem diagndstico positivo de gestacdo em éguas matrizes e éguas receptoras que apos
receberem embrides duas ou trés vezes ndo apresentarem resultado satisfatdrio, além de terem
historico de repeticbes de cio.

Foram coletadas amostras para cultura bacterioldgica, citologia endometrial, e cultura
fangica respectivamente e amostra de sangue para hemograma. Os exames foram realizados
no periodo do estro (fase estrogénica), pela deteccdo do edema uterino e devido a maior
irrigacdo sanguinea do endométrio. no ciclo subsequente ao tratamento, era realizado uma

nova coleta de materiais.
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Figura 4. Delineamento Experimental.

Os animais foram divididos aleatoriamente dentro de trés grupos:
Grupo Controle: quatro animais, que ndo receberam nenhum tipo de tratamento;
Grupo Auto-hemoterapia: sete animais receberam 20 ml de sangue autélogo por via
intramuscular, uma vez por semana durante 10 semanas consecutivas;
Grupo Antibioticoterapia: seis animais receberam 20 ml de enrofloxacina 10%, por via

intramuscular num periodo de 5 dias consecutivos.

3.3 Exame Ultrassonografico do Utero

Todos os animais foram avaliados pelo exame ultrassonografico com um aparelho de
ultrasson Sonovet 2000 e transdutor linear de 5 Mhz antes das coletas de material para a
cultura bacterioldgica e de citologia uterina. A avaliacdo foi feita em toda a area uterina afim

de visualizar sua condicéo e possiveis acumulos de fluidos.

3.4 Cultura Bacteriol6gica

3.4.1 Procedimento de coleta
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Swab (pinga) - Acondicionado em meio Stuart
N
Agar sangue carneiro (5%)
N
Incubadas 37°c - 24 a 48horas
N

Isoladas as colénias (morfologia/tintorial/ KOH a 3%/catalase)

Figura 5. Cronograma da realizagdo da cultura bacteriolégica.

Foi utilizado swab estéril com haste flexivel e de ponta de algoddo hidrofilico
(BJURSTROM, 1993), aparelho para coleta de citologia, de aco inoxidavel (pinga), meio de
transporte Stuart para o acondicionamento do swab (SANTOS, 2006), luva de palpacédo
descartavel, bandagem, agua, povidine degermante e papel toalha.

As éguas foram contidas no tronco adequadamente, a cauda foi envolvida com uma
bandagem e presa para o alto. Apos o reto ser esvaziado (CARD, 2005), a regido perineal foi
lavada com iodo povidona degermante e secada com papel toalha.

O swab que foi acoplado na extremidade do aparelho para coleta de citologia, de aco
inoxidavel (pinca) foi ocultado para o interior da mesma. A extremidade do aparelho foi
protegida pela luva na méao e sé foi exposta quando chegou a cérvice (CARD, 2005), ao
passar a cérvice o swab foi exposto no Gtero na regido do corpo uterino (LAGONI et al.,
1999), onde foram realizados movimentos circulares. O swab foi removido do Gtero e
novamente protegido pela mdo, retirando-o do trato reprodutivo e assepticamente
acondicionado no meio Stuart.

As amostras foram devidamente identificadas com o nome, idade, mantidas sob
refrigeracdo e encaminhadas ao Laboratorio de Bacteriologia da UFRRJ, para a analise da

microbioldgica.
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3.5 Protocolo de Cultura Bacterioldgica e antibiograma

3.5.1.Isolamento Bacteriano

As amostras coletadas através de swabs foram submetidas a rotina de identificagdo que
consistiu no isolamento em Agar Sangue de Carneiro contendo 5% sangue desfibrinado de
carneiro (AS). As placas foram incubadas a 37°C (£ 2°C) por 24 horas, em anaerobiose e
aerobiose, apresentando crescimento negativo as placas retornavam a estufa por mais 24
horas, assim o resultado de crescimento bacteriano era confirmado apds 48 horas de
incubacéo.

Apds o isolamento das coldnias, procediam as analises das caracteristicas morfoldgicas,
sendo realizada a coloracdo de Gram para avaliacdo das caracteristicas morfotintoriais e teste

do KOH (3%) para confirmacéo das mesmas, além do teste da catalase.

3.5.2. Coloracédo de Gram, Prova do Hidroxido de Potéassio (KOH) a 3% e Prova da
Catalase

Apos a identificacdo presuntiva das coldnias, estas foram submetidas ao método de
Gram, para confirmacdo das suas caracteristicas morfotintoriais. A prova do hidréxido de
potassio foi efetuada através da adicdo de uma gota de KOH (3%) a uma gota da suspensao
bacteriana. A ndo formacdo de um gel viscoso indicou um resultado negativo confirmando a
prova do Gram, uma vez que todas as bactérias Gram positivas sdo negativas na prova do
KOH a 3%.

O teste da catalase foi realizado através de teste em lamina. Para tal, foi depositada
uma gota da suspensdo bacteriana homogénea, a qual adicionava-se uma gota da solucdo de
peroxido de hidrogénio (H,0O,). A formacdo de bolhas de O, indicava teste positivo.
(KONEMAN, 2008).

3.5.3. Identificacéo das espécies

Apos os resultados presuntivos, os isolados foram semeados em meios seletivos e
também testados nas provas bioquimicas. Os bastonetes positivos ndo esporulados foram
semeados em Agar Muller Hinton (AMH) e as provas utilizadas para identificacdo foram

Catalase, Motilidade e Hidrolise da esculina.
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Os cocos gram positivos catalase negativo foram identificados diretamente do Agar
Sangue em Anaerobiose, com os resultados do CAMP, hidrdlise da esculina, Crescimento de
meio contendo 6,5% de NaCl.

Os cocos gram positivos catalase positivo foram semeados em Agar Manitol
Vermelho de Fenol e analisado o crescimento e fermentagdo do manitol, apds foram
identificados com utilizacdo dos testes bioquimicos de fermentacdo de manitol, maltose e
manose e o teste de VVoger ProsKauer.

A identificacdo dos bastonetes negativos procedeu primeiramente com a separacao dos
grupos das enterobactérias dos bastonetes negativos ndo fermentadores. O teste utilizado para
a separacdo dos grupos foi 0 meio TSI, meio composto de trés agucares (glicose, sacarose e
lactose), e ferro. Apos a separacao dos grupos, as enterobactérias foram identificadas com os
testes de Indol, Vermelho de Metila, Voger Proskauer, Citrato, H2S, Motilidade, Producédo de
Gas e fermentacdo da lactose. Os bastonetes ndo fermentadores foram identificados conforme
Koneman et al., 2008.

3.6 Testes de suscetibilidade antimicrobiana

3.6.1 Preparo do in6culo

Os isolados foram suspensos em caldo BHI, incubados durante 24 horas a uma
temperatura de 37°C e diluidos na concentracdo do tubo 0,5 da escala de Mc Farland,
equivalente a 1,5 x 10° células/mL. Tal concentracio foi ajustada através do
espectrofotdmetro de absorbancia, onde a densidade correta de turbidez variou de 0,08 a 0,1
utilizando comprimento de onda de 625nm.

Para comparacdo e controle dos testes foram utilizadas cepas padrdo ATCC 43300 S.
aureus e ATCC 25922 obtidas junto ao Instituto Nacional de Controle de
Qualidade/INCQS/FIOCRUZ.

3.6.2. Difuséo em disco simples

A suspensdo bacteriana (0,1ml) foi distribuida por toda a superficie das placas contendo
Agar Mueller Hinton (Merck) com o auxilio da alga de Drigalski. Os discos foram
depositados sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o indculo. Apds incubacgéo por
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24 horas a 37°C, os diametros formados na zona de inibicdo ao redor do depésito dos
farmacos, foram observados e medidos, em milimetros (CLSI, 2012).

3.6.3 Discos de antimicrobianos

No quadro 1 estdo listados os antibidticos testados nesse estudo e suas respectivas
zonas de inibicdo de acordo com o CLSI, 2012.

Quadro 1. Zonas de inibi¢do avaliadas pelo didmetro dos antimicrobianos utilizados.

ZONAS DE INIBICAO (mm)
Antimicrobianos Resistente  Intermediario  Sensivel
Estreptomicina (10pg) <11 12-14 >15
Enrofloxacina (10ug) <14 15-17 >18
Gentamicina (10ug) <12 13-14 >15
Norfloxacina (15ug) <12 13-16 >17
Sulfametoxazol-trimetropim (25ug) <10 11-15 >16

3.7 Citologia Endometrial

3.7.1 Procedimento de coleta

Escovas ginecologicas

N
Imprint (Fixado em alcool metilico a 70%)

N

Coradas (Panotico rapido)

Figura 6.Cronograma de coleta de material para citologia endometrial.

Foram utilizadas escovas ginecologicas "cytobrush™ (ALVARENGA; MATTOS,

1991), aparelho para coleta de citologia, de ago inoxidavel (pinga), lamina lisa com borda
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fosca, corante Panotico Rapido, microscopio Optico, luva de palpacdo descartavel, bandagem,
agua, povidine degermante e papel toalha.

O mesmo utilizado anteriormente. Imediatamente apos a coleta foi confeccionado,
pelo método de imprint, um esfregaco em toda a superficie da lamina. As laminas foram
identificadas, fixadas em alcool metilico a 70%, e coradas com solug¢do pancrémica (Pandético
rapido).

3.7.2 Procedimento da analise

A leitura do esfregago foi realizada em microscopio 6ptico com aumento de 40 vezes
contando-se pelo menos cinco campos (LAGONI et al., 1999). A classificacdo segundo a
severidade foi realizada de acordo com Riddle, Leblanc e Stromberg (2007), em que de 0 a 2
neutréfilos por campo é considerada citologia normal, de 3 a 5 neutréfilos por campo

inflamacdo moderada e mais de 5 neutréfilo por campo, inflamagéo severa.
3.8 Flush uterino
3.8.1 Procedimento para a coleta

Folley (cateter/seringa 60 ml) - colo Gtero

!

Infusdo 240 ml de solucdo fisioldgica

l

Gravidade /tubos estéreis

~ !

Antes centrif. Apds centrif. Citologia uterina

Coleta swab (cult. bact) Swab (cult. bact e fungica)

Figura 7. Cronograma de coleta de material do flush uterino.
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Arquivo pessoal

Figura 8. Materiais para coleta do flush e citologia uterina.

As éguas foram contidas no tronco e a regido perineal higienizada. Em seguida o
examinador vestido de luva de palpagéo invertida, introduziu o cateter Folley (Bivona®) no
atero (Figura 6). Aproximadamente 12 cm do cateter até ultrapassar o colo do Utero
(LEBLANC, MAGSISG, STROMBERG, 2007).

Foi infundido 240 ml de solucéo fisiologica no Utero via cateter com utilizacdo da
seringa de 60 ml. O atero foi manipulado por palpacdo retal num periodo de 30 segundos,
para distribuir o fluido ao longo do Iimem uterino (LEBLANC, MAGSISG, STROMBERG,
2007).

O fluido foi drenado por gravidade e acondicionado em tubos estéreis. Foi retirado
uma amostra com swab antes da centrifugacdo, para a realizacdo da cultura bacterioldgica. As
amostras foram centrifugadas a 600 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, e do
pellet restante, retirado uma amostra através do swab estéril (LEBLANC, MAGSISG,
STROMBERG, 2007), armazenado em meio Stuart para transporte e encaminhado para
cultura bacterioldgica. Uma segunda amostra do material centrifugado, acondicionado no tubo
estéril, para a realizacdo da cultura fungica. A terceira amostra do centrifugado foi utilizado

para a realizacdo da citologia uterina.
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3.8.2 Cultura Fungica

Microscopia Direta

l
Lamina NaOH 30% — Gram

l

Culturas meios aproriados (24°C /37°C )/ Temperatura Ambiente

l

Azul de Algodéo / Nigrosina ou gram

Figura 9. Cronograma de analise da cultura flngica.

As analises da cultura flngica seguiram a rotina laboratorial utilizando a microscopia
direta, lamina com NaOH 30%, coradas pelo gram. O isolamento em meio de cultura, pelos
protocolos de identificagdo seguiram as chaves preconizadas por Crous et al. (2009). Os
materiais apds preparadas as laminas e visualizados a microscopia, foram inoculados em
meios de cultura em tubos de ensaio, espalhando-se o material na superficie dos mesmos. Os
meios de cultura utilizados foram:

- Dichloran rose bengal chloramphenicol Agar;

- Potato-dextrose chloramphenicol Agar;

-Sabouraud glucose Agar;

- Sabouraud maltose Agar;

- Mycosel Agar;

Em alguns meios de cultura para eliminacéo de bactérias foram utilizados :
-Cloranfenicol 40u/ml;

-Penicilina 20U1/ml + Estreptomicina 40Ul/ml;

-Cicloheximida a 0.05%;

Os meios de cultura inoculados em triplicata foram mantidos em temperaturas de
24°C, 37°C e temperatura ambiente. Apés desenvolvimento de col6nias foram observados os
aspectos das mesmas e, preparadas laminas com azul de algoddo, NaOH a 30%, nigrosina ou
Gram de acordo com a caracteristica do fungo. Para fungos unicelulares utilizou-se também o

auxanograma, assimilagdo de nitrato, producdo de uréase entre outros testes bioquimicos.

44



3.9. Analise Hematoldgica

A avaliacdo hematoldgica foi realizada em trés tempos: antes do tratamento (TO), seis
horas ap0s o tratamento (T6) e vinte e quatro horas ap6s do mesmo (T24).

De cada animal foram colhidos 5 ml de sangue, por meio de puncdo jugular em tubo
de colheita a vacuo com anticoagulante EDTA (&cido etilenodiaminotetracético, sal potéssico)
a 10% (em solucdo aquosa), para a realizacdo de hemograma, proteinas plasmaticas totais e
fibrinogénio. A hematimetria e leucometria total foram realizadas em contador automatico
POCH 100 e o diferencial leucocitario pelo método imprint, onde foi realizado um esfregaco
em toda a superficie da lamina, fixadas em alcool metilico & 70 % e corados em solucéo
pancronica (Pandtico Rapido) e feita a leitura por microscopia 6tica, contando 100 células na

borda da lamina. A determinacdo da proteina plasmatica total foi realizada por meio da

técnica de refratometria e o fibrinogénio pela técnica de aquecimento a 560C, segundo JAIN
(1993).

3.9.1 Hematocrito ou volume Globular (%)

O frasco com sangue e anticoagulante foi homogenizado, e por capilaridade preencheu
0 tubo capilar (75mm x 1mm ). Foi fechada a extremidade seca, em chama de bico de Bunsen
e centrifugando o tubo a 1.200 rpm por 5 minutos na microcentrifuga Bio ENG Modelo
Eureka I, obtendo-se o resultado em %.

3.9.2 Proteinas plasmatica e Fibrinogénio

O plasma obtido pelo hematécrito foi empregado para o exame de concentracdo de
proteinas plasmaticas totais e concentracdo de fibrinogénio plasmaético, utilizando-se o
tratamento do plasma inicialmente pelo calor seguida de centrifugacdo para afericdo
(SCHALM; JAIN; CARROL, 1975). A diferenca da refratometria plasmatica e sérica obteve-

se o fibrinogénio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis test foi utilizado para as seguintes analises:
cultura bacterioldgica utilizando pinca/swab, flush ndo centrifugado e flush centrifugado,
antes e ap0s nos trés grupos de tratamentos (controle, auto-hemoterapia e antibioticoterapia) e
para investigar a ocorréncia de alteragOes entre os tempos (TO a T final) nos dados de
hemograma.

Quando apenas duas variaveis foram testadas o teste U de Mann-Whitney foi
empregado, sendo este 0 caso das analises dos fungos antes e ap0s 0s tratamentos e no caso da
utilizacdo da pinga/escova e do flush centrifugado na citologia uterina, antes e ap6s o
tratamento. Todas as analises foram realizadas atraves do programa PAST SOFTWARE.

4.1 Cultura Bacterioldgica

Antes dos tratamentos (auto-hemoterapia e antibidticoterapia) a porcentagem de
crescimento bacteriano para as técnicas swab/pinga, flush ndo centrifugado e flush
centrifugado foram de 100%, 76,4% e 94,1% respectivamente (H=0.91; p=0.63).

Este resultado foi diferente ao de Leblanc, Magsisg e Stromberg (2007), que pela
técnica de flush centrifugado apresentou um resultado de 70%, porém foi utilizado 60 ml para
coleta e no presente estudo o volume foi de 240 ml, o que pode explicar a diferenca
encontrada entre os trabalhos. Essa alta taxa de isolamento bacteriano durante o estro pode ser
pelo fato que nessa fase o Utero sofre constantes processos de limpeza fisica, afim de preparar
0 Utero para receber o embrido, a cérvice se dilata com aumento da atividade miometrial no
sentido dos cornos para a cérvice, para eliminar contaminantes (KATILA, 1996).

Pela técnica swab/pinca, foram coletadas 17 amostras para cultura bacteriolégica, onde
observou 100% de crescimento bacteriano, o animal (E15) apresentou crescimento misto de
duas bactérias, portanto foram identificados 18 isolamentos bacterianos, dentre elas
Escherichia coli 27,78%, Serratia marcescens 22,23%, Corynebacterium spp 16,67%,
Proteus mirabillis e Klebsiella pneumoniae 11,11% cada, Moraxella spp e Citrobacter freudi
5,5% cada (Grafico 1).
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Grafico 1. Frequéncia de crescimento bacteriano pela cultura, realizada por pinga/escova.

Um Gnico animal (E15) apresentou crescimento misto de bactérias nas trés técnicas, a
de swab/pinca e flush ndo centrifugado o crescimento foram de Serratia marcescens e
Proteus mirabilis e pela técnica de flush centrifugado a combinacdo foi de Serratia

marcescens, Proteus mirabilis e Escherichia coli.(Tabela 1).
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Tabela 1. Laudo de cultura bacteriana realizado antes dos tratamentos, pelos métodos de diagnostico de

endometrite equina empregados.

Resultado da cultura Bacteriana

Animal Swab/pinga Flush nao centrifugado Flush centrifugado

E1 controle Proteus mirabilis Escherichia coli Escherichia coli

E2 controle Corynebacterium spp Corynebacterium spp Bordetella spp

E3 controle Serratia marcescens Bordetella spp Serratia marcescens

E4 controle Escherichia coli Escherichia coli Escherichia coli

E5 hemot Escherichia coli Escherichia coli Klebsiella oxytoca

E6 hemot Moraxella spp Alcaligenes faecalis Corynebacterium spp

E7 hemot Corynebacterium spp * Enterobacter sakazaki

E8 hemot Escherichia coli Corynebacterium spp Alcaligenes faecalis

E9 hemot Serratia marcescens levedura levedura

E10 hemot Escherichia coli * Escherichia coli

E11 hemot Escherichia coli Escherichia coli Streptococcus spp

E12 antib Corynebacterium spp Streptococcus spp Streptococcus spp

E13 antib Serratia marcescens * Corynebacterium spp

E14 antib Citrobacter freudi Alcaligenes faecalis Escherichia coli

E15 antib Serratia marcescens; Serratia marcescens; Serratia  marcesc.;Proteus
Proteus mirabilis Proteus mirabilis mirab.; Escherichia coli

E16 antib Klebsiella pneumoniae Alcaligenes faecalis Alcaligenes faecalis

E17 antib Klebsiella pneumoniae Bordetella spp Klebsiella pneumoniae

* Sem crescimento bacteriano

Pela técnica de flush ndo centrifugado, das 17 amostras, 13 apresentaram isolamento

bacteriano positivos (76,47%), trés animais (17,64%) ndo apresentaram crescimento

bacteriano e o animal E9 (5,88%) apresentou crescimento de levedura .

Nesse grupo houve prevaléncia de crescimento de Escherichia coli

22%,

Corynebacterium spp e Bordetella spp 11%, Alcaligenes faecalis e sem crescimento

bacteriano 16,67%, leveduras, Streptococcus spp, Serratia marcescens e Proteus mirabilis
5,56% (Gréfico 2).
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Grafico 2. Frequéncia de crescimento bacteriano pela cultura, realizada por flush néo centrifugado.
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Pelo método de diagnostico flush centrifugado das 17 amostras, 16 (94,11%)
apresentaram crescimento bacteriano, e uma amostra (5,88%) apresentou crescimento de
levedura, porém o animal E15 apresentou crescimento misto com trés bactérias diferentes,
sendo assim 18 isolamentos bacterianos.

Dentre as bactérias a Escherichia coli foi a mais prevalente com 26,31% de
crescimento, Alcaligenes faecalis, Corynebacterium spp, Streptococcus spp e Serratia
marcescens com 10,52%, Bordetella spp Klebsiella oxytoca, Enterobacter sakazaki, Proteus
mirabilis, Klebisiella penumoniae e levedura, com 5,26% de crescimento (Gréfico 3).
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Gréfico 3. Frequéncia de crescimento bacteriano pela cultura realizada por flush centrifugado.

Quanto ao tipo de bactéria, sete foram observadas para a pinca e o flush nao
centrifugado e 10 para o flush centrifugado, porém néo apresentaram diferencas significativas
(H=0.56; p=0.75). A técnica de flush uterino centrifugado pode identificar mais organismos
patogénicos quando comparada a técnica de swab, devido a solucdo fisiol6gica abranger uma
maior superficie de contato, em praticamente todo Gtero (LEBLANC, MAGSISG,
STROMBERG, 2007).

No total de 50 isolamento bacteriano pelas trés técnicas, as frequéncias das bactérias
foram, Escherichia coli com 28%, Corynebacterium spp e Serratia marcescens 14%,
Alcaligenes faecalis 10%, Proteus mirabilis 8%, Klebsiela pneumoniae, Streptococcus spp e
Bordetella spp com 6% e por fim com 2% Moraxella spp, Citrobacter freudi, Klebsiella
oxytoca e Enterobacter sakazaki.

O isolamento de Escherichia coli, é um dos principais agentes envolvidos na etiologia
da endometrite equina (SILVA et al., 1999; GHASEMZADEH-NAVA et al., 2004; AGUIAR
et al., 2005), mesmo quando ndo hé alteragdes inflamatorias significativas (RIDDLE et al.,
2007).

Pelo estudo de Oliveira et al.(2010) a Escherichia coli (25%) seguida da Klebsiella
spp (25%) também foi a bactéria mais isolada nos casos de endometrite de acordo com a

presenca do processo inflamatorio ao exame citolégico.
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Segundo os autores Moreno et al.(1972) e Threlfall & Immegart (2000), o alto nimero
de isolamento de agentes da familia Enterobacteriaceae, principalmente a Escherichia coli,
estd de acordo com outros estudos da etiologia das endometrites equinas. Sua ocorréncia tém
sido atribuida a determinados fatores predisponentes, como utilizacdo de instrumental
contaminado em exames ginecoldgicos, manobras ginecoldgicas inadequadas durante a
manipulacdo em exames ginecoldgicos e ou durante o parto ou defeitos anatbmicos como a
urovagina, pneumovagina, que facilitam a contaminacdo por material fecal que é levado ao
trato genital das eguas.

Um estudo realizado pro Silva et al. (1999) o principal causador de endometrite é
Streptococcus equi subs. zooepidemicus (25,7%) seguido pela Escherichia coli (15,1%),
Staphylococcus aureus e Streptococcus B hemolitico (9,2%), Staphylococcus coagulase
negativo (6,3%) e Pseudomonas aeruginosa (3,9%) . Segundo Shin et al. (1979) e McCue et
al. (1991), esses microrganismos, juntamente com a Klebsiella pneumoniae, também
encontrada nesse presente trabalho, s&o os microrganismos mais frequentemente isolados em
casos de endometrites de éguas.

Ao contrario de Watson (2000), que observou o Streptococcus equi subs.
zooepidemicus como o0 microorganismo (66%) mais comum em infec¢do uterina em éguas.
Riddle e Stromberg (2007), observaram Streptococcus equi subs zooepidemicus em 23% e
Escherichia coli em 13% das amostras analisadas.

A coleta de material no ciclo subsequente do grupo controle, so foi possivel coletar
dois animais, pois duas éguas (50%), apresentaram diagndstico de gestacdo positivo (Tabela
2). O grupo n&o recebeu nenhum tipo de tratamento, durante o intervalo das coletas, duas
éguas (50%) emprenharam, o que indica que elas podem ser resistentes, ou seja conseguiraM
eliminar rapidamente a infeccdo (FARRELY e MURLLANEY, 1964; HURGES e LOY,
1969; KENNEY et al., 1975).

O grupo controle apresentou 100% de crescimento bacteriano nos trés métodos de
diagnostico, swab/pinga, flush ndo centrifugado e flush centrifugado. Dentro desse grupo
houve crescimento de Moraxella spp 33,33%, Alcaligenes faecalis 33,33%, Escherichia coli
16,6%, Klebsiella pneumoniae 16,6%.

O animal E1 apresentou crescimento de Moraxella spp nas técnicas de swab/pinca e
flush sem centrifugar, porém na técnica de flush centrifugado houve crescimento de

Escherichia coli. O animal E4 apresentou crescimento de Klebsiella pneumoniae na técnica
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de swab/pin¢a, enquanto que pelas técnicas de flush sem centrifugar e flush centrifugado
houve crescimento de Alcaligenes faecalis.

Tabela 2. Resultado de cultura bacteriana ap6s os tratamentos, elos métodos de diagnostico de endometrite
equina empregados.

Resultado da cultura Bacteriana

Animal Swab/Pin¢a Flush néo centrifugado Flush centrifugado
E1 controle Moraxella spp Moraxella spp Escherichia coli
E2 controle # # #
E3 controle # # #
E4 controle  Klebsiella pneumoniae Alcaligenes faecalis Alcaligenes faecalis
ES5 hemot Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
E6 hemot Klebsiella pneumoniae Bordetella spp Klebsiella pneumoniae
E7 hemot # # #
E8 hemot # # #
E9 hemot Alcaligenes faecalis * *
E10 hemot Alcaligenes faecalis Bodetella spp Alcaligenes faecalis; Corynebacterium spp
Ellhemot  Serratia marcescens Serratia marcescens Serratia marcescens
E12 antib * Moraxella spp Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae
E13 antib Corynebacterium spp * Corynebacterium spp
El4 antib  Klebsiella pneumoniae Bordetella spp Serratia marcescens
E15 antib * Bordetella spp Corynebacterium spp;Serratia marcescens
E16 antib Corynebacterium spp * Corynebacterium spp
E17 antib Corynebacterium spp * Corynebacterium spp

* sem crescimento bacteriano #Gestagdo

O grupo tratado com auto-hemoterapia das sete éguas so foi possivel avaliar cinco
animais (71,4%), os animais E7 e E8 (28,6%) ficaram gestante durante o tratamento, ndo
sendo possivel coletar o material, 0 que indica que ndo havia mais infecgéo.

Nesse grupo, duas éguas (28,57%) emprenharam durante o tratamento, que foi realizado até o
final das 10 aplicacdes. Por falta de literatura sobre o uso da auto-hemoterapia em tratamento
de endometrite, supdem-se, que as eguas podem ter se limpado ou que houve uma possivel
melhora do quadro de endometrite. Segundo Santin e Brito (2004), a auto-hemoterapia produz
um efeito proteico, e nos casos de doengas inflamatdrias crénicas, promova uma reativacao

organica.
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Silva (2009) verificou que o uso da auto-hemoterapia em ratos Wistar houve uma
reagdo imunologica no organismo dos ratos, um aumento na quantidade de células de defesa
do sistema imune.

O sangue aplicado fora da corrente circulatoria, atua como um componente estranho
ao organismo. Por ser venoso, apresentar uma baixa concentragcdo de oxigénio e dentro da
seringa ele passar por alterages fisico-quimicas, esses fatores contribuem para sua
modificacdo, tornando-o uma proteina estranha. Essa proteina ativa o sistema mononuclear
(macrofagos), presentes em todo organismo (METTENLEITER, 1936; TIZARD, 2002).

O grupo da auto-hemoterapia, dentro dos métodos de diagndstico, swab/pinga, flush
sem centrifugar e flush centrifugado apresentou crescimento bacteriano de 100, 80 e 80 %
(H=0,86; p=0,64) .

O grupo apresentou crescimento de Klebsiella pneumoniae 35,71%, Alcaligenes
faecalis e Serratia marcescens 21,43%, Bordetella spp 14,28% e Corynebacterium spp
7,14%.

Nesse grupo os animais E5 e E11 (40%), apresentaram crescimento bacteriano das
mesmas bactérias nas diferentes técnicas de diagndstico. Os outros dois animais, E6 e E10
(40%), apresentaram crescimentos de bacterias diferentes pelas técnica O animal E9 (20%)
apresentou crescimento bacteriano apenas na técnica swab/pinga, o que pode indicar falso
negativo ou as outras duas técnicas nao foram sensiveis.

O grupo tratado com antibiotico, dentro dos métodos de swab/pinca, flush nao
centrifugado e flush centrifugado apresentou crescimento bacteriano de 66,66% 50% e 100 %
respectivamente (H=0,86; p=0,64) .

O grupo da antibidticoterapia, pds tratamento apresentou crescimento de
Corynebacterium spp 46,66%, Klebsiella pneumoniae, Bordetella spp e Serratia marcescens
13,33%, Escherichia coli e Moraxella spp 6,66%.

Nesse grupo os animais E12, E14 e E15 (50%), apresentaram crescimentos de
bactérias diferentes dentro das técnicas empregadas, sendo que o animal E12 apresentou
infeccdo mista por Escherichia coli e Klebsiella penumoniae na técnica de flush centrifugado
e 0 E15 apresentou infeccdo mista de Corynebacterium spp e Serratia marcescens, pela
mesma técnica. Os outros trés animais E13, E16 e E17 (50%) apresentaram crescimento da

mesma bacteria nas diferentes técnicas.
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No grupo da antibidticoterapia cinco animais (83,33%) ndo apresentaram crescimento
bacteriano em alguma das técnicas, sendo dois animais (33,33%) pela técnica de swab/pinca e
0s outros trés (50%) na técnica de flush ndo centrifugado.

Pelas técnicas de swab/pinca e flush ndo centrifigado, 100% dos animais apresentaram
crescimento de bactérias diferentes, comparando antes e ap6s os tratamentos empregados. A
técnica de flush centrifugado 76,92% dos animais apresentaram crescimento de bactérias
diferentes antes e apds o tratamento e 23,08 % apresentaram crescimento da mesma bactérias

No pos tratamento foram isoladas 7 diferentes bactérias pelos 3 métodos de coleta para
cultura, nos trés grupos avaliados. Nestes métodos, swab/pinga, flush ndo centrifugado e flush
centrifugado apresentaram a mesma porcentagem de crescimento bacteriano , de 71,43 %
destas.

No total de 35 isolamentos bacterianos pelas diferentes técnicas apds os tratamentos, a
frequéncia das bactérias foram, Corynebacterium spp e Klebsiela penumoniae 22,85%
Serratia marcescens e Alcaligenes faecalis 14,28%, Bordetella spp 11,43%, Moraxella spp
8,57% e Escherichia coli 5,72%

Os trés grupos de avaliados, controle, auto-hemoterapia e antibioticoterapia, nao

apresentaram diferencas (H=0.86; p=0.64) ap0s 0s tratamentos entre as técnicas empregadas.

4.2 Antibiograma

O antibiograma de cada animal foi realizado utilizando as trés amostras da cultura
bacterioldgica, ou seja uma amostra de cada método, swab/pinga, flush ndo centrifugado e
flush centrifugado, antes e apds o tratamento.

Antes do tratamento pelo método de swab/pinca foram realizados 18 antibiogramas
devido o animal E15 ter apresentado crescimento misto de duas bactérias.
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Tabela 3. Resultado do antibiograma antes e apds aos tratamentos, pelos métodos de diagnéstico empregados.

Swab/pinca Flush ndo centrif. Flush centrif.

Antibioticos Antes Pos Antes Pos Antes PO

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Gentamicina 27,42% 22,5% 25% 28% 25% 28,26%
Norfloxacina 24,2% 22,5% 22,73% 16% 23,33% 21,74%
Enrofloxacina 22,58% 20% 25% 24% 21,66% 21,74%
Sulfametoxazol- 17,74% 22.5% 15,91% 24% 21,66% 17,4%

trimetropim

Estreptomicina 8,06% 12,5% 11,36% 8% 8,33% 10,87%
Total 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Pelo método de flush ndo centrifugado dos 17 animais, trés deles (E7,E10 e E13), ndo
apresentaram crescimento bacteriano e o animal E9 apresentou crescimento de levedura ,
porém o animal E15 apresentou crescimento misto de duas bactérias, totalizando 14
iIsolamentos bacterianos.

Pela técnica de flush centrifugado o animal E9 apresentou crescimento de levedura
portanto ndo foi realizado o antibiograma e o animal E15 apresentou crescimento misto de
trés bactérias, portanto foram 18 antibiogramas realizados.

Na segunda coleta de material, que foi realizada no ciclo subscequente apds o
tratamento, o antibiograma foi feito em todas as amostras de cultura independente do
tratamento ou ndo (grupo controle). Pela técnica de swab/pinga, do total de 17 éguas, quatro
éguas ficaram gestantes, ndo sendo possivel realizar a coleta de materiais.

Pela técnica de flush ndo centrifugado, quatro animais (E9,E13, E16 e E17) 30,77%,
ndo apresentaram crescimento bacteriano, realizando assim somente nove (69,23%)
antibiogramas.

Na técnica de flush centrifugado um animal (E9) ndo apresentou crescimento
bacteriano e trés animais apresentaram crescimento misto de duas bactérias, no total foram
realizados 15 antibiogramas.

Pelo antibiograma realizado antes do tratamento a Gentamicina apresentou

sensibilidade de 28,07% frente as bactérias isoladas pela cultura dentro das trés técnicas,
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Norfloxacina 24,56%, Enrofloxacina 22,8% Sulfametoxazol-trimetropim 17,54% e
Estreptomicina mostrou-se a menos sensivel com 7,01%. Porém o teste de susceptibilidade
antibidticos nem sempre se correlaciona com a eficécia in vivo, quando é aplicado no animal
(SILVA et al., 1999).

Parcialmente compativel com Troedsson (2006), que em testes de susceptibilidade aos
antimicrobianos, a amicacina e gentamicina seguida pela ampicilina e cloranfenicol revelaram
maior acdo frente aos microoganismos isolados do Gtero de égua, porém nado foi testado
enrofloxacina.

Segundo o estudo de Aguiar et al.( 2005) pelo teste de sensibilidade microbiana in
vitro, frente as bactérias isoladas no Utero de éguas foram, Norfloxacina 77%, Ampicilina
72,3%, Gentamicina 63,5%, Cefalexina 46,5%, Sulfadiazina-trimetropim 42,5%, Eritromicina
51,5%, Penicilina 35%, Tetraciclina 32,0% e Estreptomicina que foi 0 menos sensivel 18,7%,
compativel com esse presente estudo.

A bactéria Serratia marcescens foi mais sensivel a Gentamicina 33,33%, seguida por
Enrofloxacina e Norfloxacina 25% e Sulfametoxazol-trimetropim 16,66%. A Klebsiella
pneumoniae apresentou sensibilidade frente a Gentamicina 75%. Proteus mirabilis foi
sensivel Enrofloxacina, Gentamicina e Norfloxacina 27,27% e Estreptomicina 18,8%.
Alcaligenes faecalis apresentou sensibilidade frente aos antibiéticos Enrofloxacina 37,5%,
Gentamicina e Sulfametoxazol-trimetropim 25% e Norfloxacina 12,5%.

A Escherichia coli apresentou maior sensibilidade aos quatro antibioticos com a
mesma frequéncia, Enrofloxacina, Gentamicina, Norfloxacina e Sulfametoxazol-trimetropim
22,22% e o menos sensivel foi a Estreptomicina. Corynebacterium spp apresentou
sensibilidade a Enrofloxacina, gentamicina e Sulfametoxazol-trimetropim 25% e
Estreptomicina e Norfloxacina 12,5%. Citrobacter freudi apresentou sensibilidade a
Gentamicina(50%) e a Gentamicina (50%) e a Bordetella spp apresentou sensibilidade
somente gentamicina (100%).

O antibidtico mais resistente frente as bactérias isoladas no grupo da antibidticoterapia
nesse estudo, foi a Estreptomicina 35,5%, ndo sendo indicado seu uso. Esse resultado foi
semelhante ao de Aguiar et al. (2005).

Num total de 90 amostras de cultura bacterioldgica realizada durante o estudo, 10
amostras (11,11%) ndo houve crescimento bacteriano, quatro amostras (4,4%) apresentaram

crescimento misto e 2 amostras(2,2%) apresentaram crescimento de leveduras.
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O ndo crescimento bacteriano pela cultura, ndo elimina a possibilidade de a égua
apresentar um quadro de endometrite (SILVA et al. 1999). Segundo Ricketts (1981) e
Zingher, (1996) a endometrite pode ser do tipo estéril ou estar sendo produzida por um
pequeno numero de bactérias que ndo seja possivel o seu isolamento. O que também pode
acontecer € a ma preservacdo dos swabs, que pode ressecar ou 0 uso de meios inadequados

para o transporte.

4.3 Citologia uterina

O exame ginecoldgico associado ao historico reprodutivo, palpacdo retal e ultra-
sonografia, identificou as 17 éguas estudadas com endometrite nas diferentes classificacoes.

No exame de citologia uterina utilizando a pinga/escova, as 17 (100%) éguas avaliadas
apresentaram aumento do numero de neutréfilos, 15 (88,27%) apresentaram endometrite
moderada e duas (11,73%) endometrite severa. A média de neutréfilo por campo foi de 3,95
(£0,3).

Em um estudo feito por Ribas (1998) onde foram avaliadas 25 éguas com histérico de
subfertilidade, em que 88% das éguas foram diagnosticadas com inflamac&o. Riddle, Leblanc
e Stromberg (2007) observaram quadro de inflamacdo pela citologia em 19,9% das éguas
avaliadas sem selecédo prévia de historico reprodutivo.

Na citologia realizada pelo flush uterino centrifugado, nove éguas (52,94%)
apresentaram aumento do numero de neutrofilos, sendo que cinco animais (29,41%)
apresentaram endometrite moderada e apenas quatro (23,53%) animais apresentaram
endometrite severa, cinco animais (29,41%) apresentaram citologia normal, ou seja, até dois
neutrofilos por campo, trés éguas, (17,65%) , apresentaram pouca celularidade na contagem
microscopica.

Esse resultado foi diferente ao de Leblanc, Magsisg, Stromberg (2007), que pela
citologia por flush uterino centrifugado, os neutréfilos estavam presentes em apenas 26% dos
esfregacos citologicos, porém foi utilizado apenas 60 ml para o flush. Enquanto que no
presente trabalho foi utilizado 240 ml, o que ode influenciar no resultado obtido em relacéo ao
numero de neutrofilos.

A média de neutrofilos (Grafico 4) foi maior para o flush uterino centrifugado 5.6

(£1.6) comparado a citologia com pingca e escova ginecologica (3.95+0.3), porém néo
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apresentaram diferengcas (U=88.5; p=0.23). Nesse estudo apesar de ndo apresentarem
diferenca significativa quanto ao nimero de neutrdfilos, a técnica de pinga/escova apresentou
aumento do numero de neutrofilos em 100% (17/17) das éguas, enquanto que o flush
centrifugado foi de 52,9% (9/17).

Média de neutrdfilos
I
1

Pinga Flush

Grafico 4.Média de neutrofilos por campo antes dos tratamentos, pelos métodos de diagnéstico de citologia

uterina por escova/pinga e flush uterino.

A segunda coleta de material, que foi realizada no ciclo subsequente apds o
tratamento, pelo método de citologia uterina realizada por escova ginecoldgica, 0 grupo
controle apresentou média de neutrofilos de 3,2 (£ 0,2) por campo (Gréafico 5). Nesse mesmo
grupo o animal E1, apresentou melhora no quadro, passando de endometrite severa para
endometrite moderada e o animal E4 permaneceu na mesma condi¢do de endometrite

moderada
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Gréfico 5. Média de neutréfilos por campo ap6s tratamentos nos grupos, controle, auto-hemoterapia e

antibioticoterapia, pelos métodos de citologia uterina por pinga/escova e flush uterino.

No grupo tratado com auto-hemoterapia a media de neutréfilo por campo em
microscopia, foi de 2,48 (+ 0,85). Nesse grupo, as éguas E7 e E8 (28,57%) emprenharam, ndo
sendo possivel coletar material, as éguas E5, E9 e E10 (42,85%), apresentaram melhora da
condi¢cdo de endometrite, dois animais E6 e E11 (28,57%), permaneceram na condi¢do de
endometrite moderada (Tabela 4).

O grupo tratado com antibidtico (Enrofloxacina 10%) apresentou nimero médio de
1,86 (= 0,6) neutrofilo por campo em microscopia. Das seis éguas tratadas com antibidtico
cinco (83,33%) apresentaram melhora da condicdo de endometrite moderada a citologia
normal. Apenas o animal E17 (16,65%) evoluiu do quadro de endometrite moderada a
endometrite severa.

Seguindo as classificacbes de Riddle, Leblanc e Stromberg (2007 em que 0-2
neutrofilos por campo é considerado citologia normal, de 3-5 endometrite moderada e acima
de 5 neutréfilos por campo severa, foi observado que 0s grupos tratados com auto-
hemoterapia e antibidtico apresentaram resultados compativeis a citologia normal, apontando
um resultado positivo aos tratamentos realizados.

Isso pode ser justificado porque cinco éguas tratadas com antibidtico (83,33%)
apresentaram melhora significativa da condicdo de endometrite moderada a citologia normal,

mostrando um resultado positivo do tratamento.
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Tabela 4. Classificacdo de endometrite e nimero de neutréfilos pelos métodos de diagndstico de citologia,

pinca/escova e flush uterino, antes e apds tratamentos empregados.

Citologia uterina pinga/escova Citologia flush uterino
tgr;;er; Ap6s trata. ,';_\rr;'ftzs. Apos trata.
Animal Classif. Ne° Classif. Ne Classif. Ne Classif. Ne
endo. Neutrofi- endo. Neutroéfilos endo. Neutroéfilos endo. Neutrofilos
los
Elcontrole severa 6,4 moderada 3,0 moderada 3 * *
E2controle moderada 30 # # moderada 3 # #
E3controle moderada 3,2 # # normal 18 # #
E4controle moderada 3 moderada 34 normal 14 normal 14
E5 hemo moderada 3.6 normal 0,4 normal 1,6 normal 0,6
E6 hemo moderada 3.4 moderada 4,8 severa 6,1 moderada 3
E7 hemo moderada 3 # # moderada 3 # #
E8 hemo moderada 3 # # * * # #
E9 hemo severa 78 normal 14 severa 21,6 normal 2
E10 hemo moderada 3,2 normal 1,6 * * normal 2
E11 hemo moderada 4.8 moderada 4,2 severa 9,8 severa 17,2
E12 antib moderada 4 normal 0.8 moderada 42 * *
E13 antib moderada 34 normal 1,4 * * * *
E14 antib moderada 4.2 normal 1,6 severa 17,2 * *
E15 antib moderada 3 normal 1,2 normal 18 * *
E16 antib moderada 34 normal 1,2 normal 14 moderada 3
El7antib moderada 4.8 severa 5 moderada 3 severa 6,4

* Pouca celularidade # Gestacdo

Na segunda coleta de material, pelo método de citologia uterina utilizando o método
de flush uterino centrifugado, o grupo controle apresentou um namero de 1,4 neutréfilos por
campo, representado apenas pelo animal E4. Esse valor baixo se da por conta, de que nesse
grupo os animais E2 e E3 apresentaram diagnostico de gestacdo positivo, ndo sendo possivel
a coleta de material. E o animal E1 apresentou pouca celularidade na contagem da lamina.

O grupo tratado com auto-hemoterapia, apresentou média de neutréfilos de 4,96 (£
3,08 ) por campo. O animal E6 (14,28%), passou da condicdo de endometrite severa, para
moderada, o animal E9 (14,28%), apresentou melhora, passando da condi¢do de endometrite
severa para citologia normal, o que sugere um efeito da aplicacdo da auto-hemoterapia ou a
prépria égua conseguiu se limpar. Dois animais (28,57%) apresentaram diagnostico de
gestacdo positivo o que pode indicar uma melhora do quadro clinico de endometrite, o animal
E5 (14,28%) permaneceu na condigéo de citologia normal, o animal E10 (14,28%) que antes

do tratamento apresentava pouca celularidade na lamina, apds o tratamento apresentou
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citologia normal e por fim apenas um animal, E11 (14,28%) permaneceu na condi¢do de
endometrite severa, sem apresentar melhora do quadro.

O grupo tratado com antibidtico apresentou média 4,7(x 1,7) neutrofilo por campo,.
Nesse grupo os animais E12, E13, E14 e E15 (66,66%) apresentaram pouca celularidade na
leitura da lamina e apenas dois animais, E16 e E17 (33,33%) apresentou piora no quadro de
endometrite.

Apds tratamento, pelo método de citologia uterina flush centrifugado, os grupos de
tratamentos e o controle, ndo apresentaram diferencas (H=1.41; p=0.41). Porém apresentou
média de neutrofilos maior que a técnica de pinga/escova, sugerindo ser uma técnica mais
eficaz para detectar neutrofilos compativel ao estudo feito por Leblanc, Magsisg, Stromberg,
(2007).

4.4 Cultura Fungica

A cultura fangica foi realizada em todos os animais antes e apds o tratamento, porém
dois animais (E9 e E12) apresentaram infeccdo mista de dois agentes, o crescimento fungico
foi observado em nove animais (52,94%)

Dentre os agentes flngicos houve prevaléncia de Rhodotorula spp 26%, Geotrichum

candidum e Clodosporium spp 11%, Basideobolus ranarum e Prothotheca 5% (Grafico 6).

N

N\

Grafico 6. Frequéncia de crescimento fungico pela cultura, antes dos tratamentos.

W Sem cresc.

W Geotrichum candidum

W Basideobolus ranarum

W Rhodotorulla spp

B Clodosorium spp

W Prototheca

61



A segunda etapa de coleta de materias para os exames foi realizada ap6s o tratamento,
porém ndo foi realizado nenhum tratamento especifico antifingico, as anélises de cultura
foram realizadas para saber se havia alguma infeccdo por estes.

Na segunda coleta de material, realizada no ciclo subsequente apos tratamento, dos 17
animais, quatro ficaram prenhas (23,52%), ndo sendo possivel coletar material, restando 13
amostras, das quais,10 ndo apresentaram crescimento fingico (76,92%) e trés amostras
apresentaram crescimento de Rodotorulla spp ( 23,08%), uma em cada grupo de tratamento.
A cultura fungica ndo apresentou diferencas antes e ap6s os tratamentos (U=10; p=0.21).

Como ndo foi encontrado Candida albicans, que é mais patogénica, a maioria das

éguas conseguiram eliminar a infecgdo fungica.

4.5 Hemograma
4.5.1 Leucometria global

A leucometria global teve como objetivo avaliar se houve um aumento significativo da

série branca responsavel pela imunidade do animal (Tabela 5).

Tabela 5. Média de Leucometria Global entre os diferentes temos (T0,T6,T24 e T Final), nos grupos de estudos.

Grupo TO T6 T24 T Final
Controle 11075 w/L - - 8800 y/L ( p=0,69)
Auto-hemoterapia 9700 y/L 10814,29 y/L 10857,14 y/L 9080y/L (p=0.541)
Antibidticoterapia 8733,33 y/L 11333,33 y/L 10050 y/L 8783,33u/L(p=0.347)

O valor médio de leucdcitos totais no equino é de 5400-14500 y/L (FELDMAN;
ZINKL; JAIN 2000). Somente o grupo controle foram coletadas duas amostras de sangue, TO,
no momento da coleta dos outros exames e T final, que foi no ciclo subsequente, (segunda
etapa de coleta de materias) ndo havendo necessidade de realizar as outras, porque nao

recebeu nenhum tipo de tratamento (Gréfico 7).
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Gréfico 7.Valor médio de leucometria global do grupo auto-hemoterapia (A) e antibidticoterapia (B), nos
diferentes tempos de coleta de sangue.

4.5.2 Neutrofilos
Os neutrdfilos indicam inflamacéo ativa, o valor médio de neutréfilos nos equinos é de
2260-8580 y/L, os valores de neutréfilos encontrados dentro dos grupos nos diferentes tempos

foram demonstrados na tabela seguinte (Tabela 6).

Tabela 6. Média de neutréfilos nos diferentes tempos(TO, T6, T24 e T Final), dentro dos grupos.

Grupos TO T6 T24 T Final
Controle 7044y/L - - 3981,53y/L(p=0.245)
Auto-hemoterapia 5338,713y/L 5991,853y/L 6164,283y/L 534,63y/L(p=0.809)
Antibidticoterapia 5716,3y/L 7114,6y/L 608753y/L 5085,83y/L(p=0.420)

4.5.3 Hematoécrito

Foi realizada a avaliacdo do hematdcrito nos diferentes tempos (Tabela 7), a média do
equino é 32-53 (%) (FELDMAN; ZINKL; JAIN, 2000).
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Tabela 7. Média (%) do hematdcrito avaliado nos tempos (T0, T6, T24 e T Final).

Grupos TO (%) T6 (%) T24 (%) T Final (%)
Controle 32,5 - - 32,5 (p=0.245)
Auto-hemoterapia 31 34,4 34 33,2(p=0.413)
Antibiéticoterapia 34,5 34,6 33,5 32,8(p=0.988)

4.5.4 Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma importante glicoproteina de fase aguda, produzida em maior
quantidade pelo figado na presenca de afeccdes inflamatorias (AUER et al., 1989; COTRAN
etal., 1989; MILLS et al., 1998) e infecciosas (MCSHERRY et al., 1970; SCHALM, 1970).

Foi realizada a avaliacdo do hematdcrito nos diferentes tempos (Tabela 8), no equino o
valor médio do fibrinogénio é de 100-400 mg/dL(FELDMAN; ZINKL; JAIN, 2000).
Entretanto, uma concentracdo de 500 a 600 mg dL-1 pode ser decorrente de processo
inflamatorio em fase aguda, enquanto valor igual ou superior a 1.000 mg dL-1 indica
inflamacao em estagio mais avancgado e de pior progndstico (CAMPBELI et al., 1981).

Tabela 8. Valores médios do fibrinogénio nos diferentes temo (T0, T6, T24 e T Final).

Grupos TO T6 T24 T Final

Controle 400 mg/dL - - 300mg/dL(p=0.220)
Auto-hemoterapia 342,8mg/dL 342,8mg/dL 471,4mg/dL 280mg/dL(p=0.543)
Antibiéticoterapia 283,3mg/dL 383,3mg/dL 416,6mg/dL 316,6mg/dL (p=0.531)

A contagem de leucdcitos (total e diferencial), neutrofilos( y/L) , hematdcrito (%) e
fibrinogénio ndo apresentaram aumento significativos entre os tempos (TO, T6, T24 e T
final).Os valores que ndo aumentaram significativamente nesse estudo, pode ser justificado
pelo tempo de coletas do sangue, que ndo se mostrou significativo, talvez outra metodologia

empregada apresentariam algum resultado relevante.
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5. CONCLUSOES

« A técnica de cultura bacteriologica flush centrifugado conseguiu isolar um ndmero maior de
diferentes bactérias comparado as outras técnicas, tendendo a ser uma técnica de elei¢do para

isolamento bacteriano, principalmente para diagnéstico em éguas com endometrite severa.

« A citologia uterina realizada pelo flush centrifugado apresentou maior numero de
neutrdfilos, mas a realizada por pinga/escova diagnosticou maior nimero de éguas com

endometrite.

* Em relacdo ao antibiograma realizado, a Gentamicina apresentou melhor sensibilidade,
sendo indicado o antibidtico de eleicdo nos casos de endometrite e de maior resisténcia foi a

Estreptomicina, n&o sendo indicado nesses casos.
*Foi possivel associar os tratamentos de auto-hemoterapia e antibidticoterapia, ara o

tratamento de endometrite, visto que os dois diminuiram o ndmero de neutrofilos pés-

tratamento.
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