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Diagnadstico bacterioldgico, citologico e histopatologico
da endometrite equina

Bacteriological, cytological and histopathological diagnosis
of equine endometritis
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Resumo

A endometrite € uma das principais causas de infertilidade equina, com consideravel impacto econémico. Porém, nédo existe
consenso sobre o método ideal de diagnéstico. O objetivo deste estudo foi avaliar os achados bacterioldgicos, citolégicos
e histopatol6gicos de 21 éguas com histérico de infertilidade. Escherichia coli (10 cepas), estreptococos do grupo C [(EGC),
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (4) e Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (3)], Enterococcus sp. (3) e
Staphylococcus aureus (2) foram isolados de secregéo uterina de 13 animais. Em oito animais foram isoladas espécies néo
patogénicas. Resisténcia a cefalotina, clindamicina, eritromicina, penicilina e tetraciclina foi observada entre as espécies.
Esfregacos contendo células da parede uterina foram classificados quanto ao grau de inflamacao em leve (6), moderada ou
intensa (12) e auséncia de inflamacgé&o (3). Infiltrados celulares foram observados em todos os fragmentos de bidpsia, com
grau de intensidade variando entre moderado e intenso. O isolamento de E. coli foi significativamente associado a inflamacéo
intensa, enquanto a presenca de espécies ndo patogénicas foi significativamente relacionada com a auséncia de processo
inflamatorio.
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Abstract

Endometritis is one of the major causes of equine infertility, with considerable economic impact. However, there is no
agreement for the ideal method of diagnosis. The objective of this study was to evaluate bacteriological, cytological and
histopathological findings of 21 mares with infertility history. Escherichia coli (10 strains), Group C Streptococcus [(GCS),
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (4) and Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (3)], Enterococcus sp. (3)
and Staphylococcus aureus (2) were isolated from 13 animals. Non-pathogenic organisms were recovered from eight animals.
Resistance to cephalothin, clindamycin, erythromycin, penicillin and tetracycline was observed among species. Smears
containing cells of the uterine wall were classified according to inflammation degree in mild (6), moderate or severe (12) and
absence of inflammation (3). Cellular infiltrates were observed in all biopsy samples analyzed, with a degree of intensity
ranging from moderate to intense. The presence of E. coli was significantly related to severe inflammation, while non
pathogenic organisms were significantly related to absence ou mild inflammation.

Keywords: bacteriological culture, cytological analysis, Escherichia coli, mare, endometritis.

Introducao gue diminui de forma consideravel as chances de uma
A endometrite bacteriana representa uma das principais  gestacéo a termo e acarreta prejuizos (Ricketts, 1981; Gastal
causas de infertilidade em éguas. Em geral, a suscepti- €t al.,, 1989). Estas infeccdes sdo frequentemente causadas
bilidade do animal & infecgéo é associada & idade avangada  POr micro-organismos oportunistas (Ricketts et al., 1993),
e a mdltiplos partos (McKinnon e Voss, 1993). A acdo dos com destagque para Escherichia coli, estreptococos do grupo
micro-organismos que penetram no Utero pela cérvix apés C (EGC), em especial Streptococcus equi subsp.
cobertura ou paricéo resulta em endometrites ou metrites, o Zooepidemicus, Staphylococcus aureus e Rhodococcus equi.
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Outras espécies relatadas sdo Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa (Langoni et al., 1994). Bactérias
anaerd6bias como Bacteroides fragilis sdo associadas a
infec¢do principalmente em éguas no periodo pés-parto e
no cio do potro (Ricketts e MacKintosh, 1987).

Dentre os métodos de diagndstico laboratorial, a cultura
bacteriana de secrecdo do endométrio, utilizando-se swabs
protegidos tem sido utilizada na detecgdo do agente etiolégico
(Nielsen, 2005). O estudo citolégico do material coletado com
0 auxilio de swabs ou flushes tem sido recomendado para
avaliar o ambiente uterino, uma vez que a presenga de
neutr6filos no Iltmen é um importante indicador de
inflamag&o (Asbury et al., 1984; Causey, 2006). A biopsia
endometrial € um procedimento confiavel e seguro para o
diagndstico e prognostico de disturbios relacionados com a
infertilidade equina (Schoon et al., 1997; Keller et al., 2004).
A ocorréncia de infiltragdo celular é avaliada de acordo com o
tipo de célula, distribuicdo e intensidade.

O tratamento da endometrite deve iniciar-se com a elimina-
¢do das causas predisponentes e a utilizagdo de lavagens e
infusdo de antimicrobianos, sendo ideal a identificacdo do
micro-organismo e a realizacdo do antibiograma (Jacob et
al., 2002). Considerando as principais espécies envolvidas
na infeccdo, estudos nacionais apontam niveis variados de
resisténcia aos antimicrobianos, com predominio de
susceptibilidade aos beta-lactamicos entre S. equi subsp.
zooepidemicus e aos aminoglicosideos entre E. coli
(Langoni et al., 1994, Silva et al., 1999; Aguiar et al., 2005).

Apesar da identificagcdo de éguas susceptiveis ser de
extrema importancia para o tratamento e obtencéo da prenhez,
o reconhecimento destes animais € um problema na rotina
clinica, uma vez que nao existe um consenso sobre o método
ideal de diagnostico de endometrite. O objetivo deste estudo
foi avaliar a utilizacdo de diferentes métodos laboratoriais
(cultura bacteriana e analises citolégica e histopatolégica)
para o diagnéstico de endometrite, em éguas com histérico
de infertilidade e outros sinais clinicos da doenca, visando
assim gerar informagdes que possam contribuir para a maior
acuracia no diagnostico.

Material e métodos

Histdrico e exame clinicos

De setembro de 2005 a novembro de 2007, foram seleciona-
das, de um total de 135 animais avaliados, 21 éguas com
idades entre 8 e 30 anos e ragas variadas, de propriedades
particulares no estado do Rio de Janeiro e do Instituto de
Zootecnia da UFRRJ. Como fatores de inclusdo considerou-
se o historico reprodutivo do animal (idade, nUmero de gesta-
¢Oes, ocorréncia de abortamento, parto distécico, endometrite
recorrente e auséncia de prenhez em uma ou mais estacfes
de monta) e o exame clinico (inspecao do aparelho genital
por meio de palpagao retal e exame ultrassonografico). Apos
o exame clinico procedeu-se a coleta de amostras para as
andlises bacteriolégicas, citolégicas e histopatoldgicas.

Cultura bacterioldgica

Swabs estéreis protegidos foram introduzidos no corpo
uterino, removidos e acondicionados em tubos contendo
caldo BHI (Merck, Rio de Janeiro, RJ). Apos incubagdo em
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atmosfera ambiente a 37°C por 18-24 horas, cada amostra
foi semeada nos meios de cultura agar sangue (AS), agar
manitol salgado (MS) e agar Teague (Difco - BD, Sparks, MD,
EUA) e mantidas sob as mesmas condi¢des de incubagdo
por 18-24 horas. A partir do crescimento bacteriano procedeu-
se a identificacdo das espécies de acordo com Murray et al.
(1999) e Facklam (2002).

Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

As cepas de Enterococcus sp., E. coli, S. aureus e EGC (S.
dysgalactiae subsp. equisimilis e S. equi subsp.
zooepidemicus) foram submetidas ao teste de susceptibi-
lidade aos antimicrobianos pelo método de difusdo em agar,
de acordo com as recomendagdes do CLSI (2009). Os
seguintes antimicrobianos foram utilizados: penicilina G 10U
e vancomicina 30ug (Enterococcus sp); ampicilina 10ug,
cefalotina 30ug e gentamicina 10ug (E. coli); oxacilina 1ug e
penicilina G 10U (S. aureus); clindamicina 2ug, eritromicina
15ug, penicilina G 10U e tetraciclina 30ug (EGC) (Cecon,
S&o Paulo, SP). A leitura e interpretagéo dos resultados foram
feitas de acordo com as recomendagdes do CLSI (2009).

Avaliacgéo citolégica

Os esfregacos foram confeccionados a partir do material
coletado com auxilio de um swab estéril, colocando-o em
contato com a parede uterina e realizando movimentos de
rotacdo por 15 segundos. ApOs a coleta, o material foi
imediatamente fixado e submetido a coloragdo com Panético.
A analise foi realizada por microscopia 6ptica, quantificando-
se 0 numero relativo de neutroéfilos, macréfagos, eosinofilos
e outras células inflamatérias. Os esfregagos foram
classificados quanto ao grau de inflamacdo em leve (1-2
neutréfilos por campo), moderada (3-5 neutréfilos por campo)
e intensa (>5 neutréfilos por campo).

Avaliagdo Histopatoldgica

A pinca de bidpsia foi introduzida na vagina e foi retirado um
fragmento da por¢do do corpo uterino. As amostras foram
acondicionadas em solugdo de formol a 10% e submetidas
a metodologia padronizada de processamento (Ricketts,
1975; Kenney, 1978). Por microscopia Optica, avaliou-se o
namero de camadas, formato das células e presenca de
células inflamatérias no epitélio luminal, presenca de células
inflamatoérias nos estratos compacto e esponjoso, e
ocorréncia de perivasculite nos vasos. O grau de alteracdo
histoldgica foi avaliado segundo Kenney e Doig (1986), que
classifica a ocorréncia de infiltragdo em quatro categorias (|,
lla, llb e 1), modificado por Schoon et al. (1992).

Andalise estatistica

Foi empregado o teste exato de Fisher. Valor de p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

Resultados

O exame clinico demonstrou a presenca de liquido no
ambiente uterino em 38,1% das éguas e 42,8% apre-
sentavam pneumovagina. Escherichia coli (10 cepas),
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus (4 cepas),
Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (3 cepas),



Enterococcus sp. (3 cepas) e Staphylococcus aureus (2 cepas)
foram isolados de amostras uterinas oriundas de 13 animais
(61,9%), com crescimento concomitante de duas espécies
em nove amostras. Isolou-se E. coli em 88,9% dos animais
que apresentavam pneumovagina. Estafilococos coagulase
negativos, micrococos e bastonetes Gram-positivos foram
relacionados como organismos ndo patogénicos. Resisténcia
intermediaria a cefalotina foi detectada em 60% das cepas de
E. coli. Entre EGC observou-se resisténcia a eritromicina em
25% das cepas de S. equi subsp. zooepidemicus; resisténcia
plena ou intermediaria a tetraciclina em todas as cepas de S.
equi subsp. zooepidemicus e em 66,7% de S. dysgalactiae
subsp. equisimilis e a clindamicina em 25% de S. equi subsp.
zooepidemicus e em 33,3% de S. dysgalactiae subsp.
equisimilis. As duas cepas de Staphylococcus aureus
apresentaram resisténcia a penicilina G.

A avaliagdo citol6gica demonstrou a ocorréncia de inflamagéo
leve em seis éguas; em duas destas foram isoladas,
concomitantemente, cepas de E. coli e Enterococcus sp. e E.
coli e EGC. Em apenas um animal foi observado processo
inflamatério moderado, sem que houvesse isolamento de
micro-organismo relacionado com a endometrite. Em 11
(52,4%) éguas foi observada inflamacéo intensa, e em todos
estes animais foram isoladas cepas de S. aureus,
Enterococcus sp., E. colie EGC associados ou ndo entre si.
A associacdo entre o isolamento de E. coli e ocorréncia de
inflamacdo intensa foi estatisticamente significativa (p < 0,05).
Por outro lado, o isolamento de organismos nao patogénicos
foi associado a auséncia de processos inflamatérios ou a
inflamacéo leve (p < 0,05).

Na avaliagdo histopatologica, 38,1% das éguas foram
classificadas como pertencentes ao grupo lla, 42,9% ao
grupo llb e 19% ao grupo lll. E. coli, EGC e Enterococcus sp.,
associados ou néo entre si, foram isolados em 61,5% dos
animais que apresentavam as lesfes classificadas como
IIb e Ill. Entretanto, lesdes Ilb e Il foram observadas em
animais que ndo apresentavam alterag8es citolégicas ou
micro-organismos potencialmente associados & endome-
trite. Nao houve associagdo estatisticamente significativa
entre os resultados obtidos a partir do exame histopatoldgico
e dos demais métodos empregados. A Tabela 1 relaciona os
achados bacteriologicos, citolégicos e histopatolégicos nos
animais estudados.

Tabela 1: Relagédo entre achados bacterioldgicos, citologicos e hitopatoldgicos a partir dos

espécimes uterinos coletados das éguas.
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Discussao

O isolamento de E. coli, EGC e S. aureus tem sido observado
em estudos realizados em diferentes regiées geograficas,
demonstrando que estes micro-organismos sao 0s principais
agentes envolvidos na etiologia da endometrite equina (Silva
etal., 1999; Ghasemzadeh-Nava et al. 2004; Aguiar et al., 2005),
mesmo quando ndo ha alteragdes inflamatorias significativas
(Riddle et al., 2007). Observou-se associagao significativa entre
o isolamento de E. coli e ocorréncia de inflamacéo intensa (p
< 0,05). Entretanto, 0 mesmo ndo ocorreu quando comparou-
se EGC e inflamagéo (p > 0,05), provavelmente devido ao
namero inferior de cepas de EGC.

Ainda que Enterococcus sp. ndo seja referido como agente
de endometrite, uma cepa foi isolada em cultura pura em um
animal que apresentava inflamacéo intensa, sugerindo, neste
caso, a participacao do género na etiologia da infeccéo.

O isolamento concomitante de dois patégenos bacterianos
ocorreu em 42,8% dos espécimes analisados e foi associado
a intenso processo inflamatorio. Este achado esté de acordo
com o relatado por Riddle et al. (2007), que relacionaram os
dados bacteriolégicos e citolégicos com as taxas de prenhez
de 970 éguas. Entre outros resultados, os autores
observaram que o isolamento de duas ou mais espécies foi
associado a intensa inflamagé@o endometrial.

A andlise citolégica evidenciou processos inflamatdrios,
variando de leve a intenso, em 85,7% dos animais. Esta taxa
é elevada quando comparada a observada em outros
estudos, como o de Papa et al. (1993), com 47,1% de
inflamacg&o. Estas diferencas provavelmente se devem ao
fato de que os animais utilizados no presente estudo
apresentavam uma série de fatores caracteristicos de
endometrite, tais como idade avangada, auséncia de prenhez
e pneumovagina, entre outros. Estas caracteristicas também
justificam as alteragdes histopatolégicas observadas em
todos os animais, com predominio dos grupos llb e Ill.
Estudos anteriores também haviam observado uma
correlagdo entre susceptibilidade a endometrite e a avaliagéo
histopatolégica compativel com estes achados (Doig et al.,
1981; Keller et al., 2004).

Concluséo

O isolamento de micro-orga-
nismos associados a endo-
metrite e a ocorréncia de

Espécie isolada
(nimero de éguas)

Achados citoldgicos: neutrofilos
p/ campo (nimero de éguas)

acentuadas alteragdes citolo-
gicas e histopatolégicas evi-
denciou a importancia dos

Classificag&o histopatoldgica
(nimero de éguas)

Microbiota normal (8) 0@
1-2 (4)
35 (1)
Escherichia coli (10) 12 (2)
>5 (8)
Streptococcus do grupo C (7) 1-2 (1)
>5 (6)
Staphylococcus aureus (2) >5 (2)
Enterococcus sp. (3) 1-2 (1)
>5 (2)

lla (3) trés métodos empregados no
b (4) diagnéstico laboratorial da
|I|I:L1 ((i)) endometrite equina, ainda
b (3) gue concordéancia significa-
i (3) tiva de resultados tenha sido
lla (1) observada apenas entre os
b (4) métodos bacterioldgico e
1 (2) citoldgico. A acuracia no diag-
lla (2) néstico possibilita um maior
lla (2)

i (1) éxito na conduta terapéutica,

Microbiota normal, isolamento de estafilococos coagulase negativos, estreptococos alfa hemoliticos, bastonetes

gram positivos.

contribuindo para o restabe-
lecimento da taxa de fertilidade
destes animais.
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