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Resumo

A endometrite ¢ a principal causa de infertilidade em éguas, além de gerar grandes transtornos
econdmicos e produtivos. Objetivou-se caracterizar a citologia, cultura bacteriana e fingica, além da
identificacdo da formagdo de biofilme em éguas com endometrite. Amostras de 70 éguas foram coletadas
para citologia uterina e exame microbioldgico. A determinag¢do da formacdo de biofilme foi realizada
através da técnica de cristal violeta. Das 70 éguas diagnosticadas com endometrite 43 (61,4%)
apresentaram infec¢do bacteriana e/ou fingica. Das 43 éguas, 30,2% (13/43) apresentaram infecgdo
fingica, os mais evidenciados foram Aspergillus spp. e Candida albicans, Curvalaria spp., Cladosporium
spp. ¢ Zygomices spp. Dos fungos identificados, 9/13 (69,2%) formaram biofilme. Esses resultados
revelam niimeros de infec¢do fungica acima da média em comparac¢do com a literatura. Véarias causas sdo
reportadas ao aumento dos casos de endometrite fungica, dentre elas o aumento no uso das biotecnologias
reprodutivas provocando um excesso de manipulagdo uterina. E de suma importancia a identificagdo do
agente, o conhecimento da suscetibilidade farmacoldgica e a comprovagdo da produgdo de biofilme em
casos de endometrite. Estas ferramentas podem fornecer subsidios ainda mais importantes para melhorar
a eficiéncia reprodutiva e sanitaria dos rebanhos equinos.

Palavras-chave: equino, bactéria, biofilme, endometrite, fungo
Abstract

Endometritis is the main cause of infertility in mares, besides generating major economic and
productive disorders. The objective was to characterize the cytology, microbiological and fungal culture,
as well as the identification of biofilm formation in mares with endometritis. Samples of seventy mares
were collected for uterine cytology and microbiological examination. The determination of biofilm
formation was performed using violet crystal technique. Of the seventy mares diagnosed with
endometritis 43 (61.4%) presented bacterial and/or fungal infection. From the 43 mares, 30.2% (13/43)
presented fungal infection, the most evidenced were Aspergillus spp. and Candida albicans, Curvalaria
spp., Cladosporium spp. and Zygomices spp. Of the identified fungi, 9/13 (69.2%) formed biofilm. These
results reveal above average numbers of fungal infection compared to the literature. Several causes are
related to the increase in cases of fungal endometritis, among them the increase in the use of reproductive
biotechnologies, causing an excessive uterine manipulation. Identification of the agent, knowledge of
pharmacological susceptibility and evidence of biofilm production in endometritis cases are extremely
important. These tools can provide even more important subsidies to improve the reproductive and
sanitary efficiency of equine herds.
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Introducao

A espécie equina possui varias particularidades em comparago a outras espécies. Com relagio a
caracteristicas reprodutivas, na maioria das espécies domésticas o sémen ¢ depositado na vagina e os
espermatozoides se direcionam ao utero. Ja nos equinos devido as peculiaridades anatomicas da cérvice,
os espermatozoides ¢ demais componentes do sémen sao depositados no interior do titero. Este fato, torna
a ocorréncia das endometrites tdo comuns (Traub—Dargatz et al., 1991).
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A endometrite ¢ uma inflamagdo do endométrio que pode ser caracterizada de forma aguda,
cronica, cronica degenerativa ou até induzida pds-cobertura. As endometrites sdo uma das principais
causas de infertilidade na espécie e reprodugdo equina (Leblanc, 2010). Esta enfermidade surge devido a
contaminagdo do aparelho reprodutivo por microrganismos, em especial os bacterianos, considerados em
sua maior parte como agentes patogénicos oportunistas (Wittenbrink, 2012), porém alguns fungos podem
ser potencialmente patogénicos (Carneiro et al, 2019). A enfermidade pode ainda estar associadas a
fatores ligados a falhas nos mecanismos de defesa uterina, diminuindo o potencial da fertilidade na fémea
(Troedsson, 2011). Mattos et al. (2003), ressaltam que as endometrites de uma forma geral, causam
relevantes prejuizos na reprodu¢do de equinos por acarretarem baixa fertilidade, morte embrionaria e
abortos.

Em endometrites fingicas, os fungos comumente isolados e relatados pela literatura sao Candida
spp. por Frontoso et al. (2008), assim como os fungos filamentosos dos géneros Aspergillus, Penicillium,
Mucor e Trichosporon (Amaral et al., 2007).

Desta forma, a fim de elucidar a importancia de enfermidade reprodutivas como a endometrite e seus
agentes etiologicos, objetivou-se caracterizar a citologia e cultura bacteriana e¢ fungica, além da
identificagdo da formacdo de biofilme em éguas com suspeita de endometrite.

Nascimento Junior et al. Caracterizagdo fungica e formagao de biofilme em éguas com endometrite.

Material e Método
Aspectos Eticos e Biosseguranca

Os procedimentos desta pesquisa foram encaminhados para a Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, obtendo a licenga de nimero 095/2019.

Coleta de amostras e procedimentos laboratoriais

Foram examinadas 70 éguas por palpagdo retal e ultrassonografia apos pelo menos 3
inseminagdes artificiais sem prenhez diagnosticada, ou 3 coletas negativas de transferéncia de embrides.
As amostras foram coletadas para citologia uterina e exame microbioldgico. Na coleta, foi utilizado swab
coletor estéril acoplado a escova ginecologica (PROVAR®) para cada animal. Posteriormente, as
amostras foram fixadas em metanol por 10 minutos em ldminas com os swabs, sendo acondicionados em
tubos contendo meio de transporte (BHI e PBS), imediatamente lacrados, identificados, acondicionados
em caixas isotérmicas e encaminhados ao Laboratério de Reproducdo Animal (LABRAPE-UFRPE/UAG)
para posterior processamento e analise. Animais diagnosticados com citologia positiva foi estabelecido
baseado no numero de neutrdéfilos polimorfonucleares (PMN) encontrados nas laminas coradas por
panodptico rapido. Mais de um PMN a cada 10 células epiteliais foram considerados positivos e
encaminhados para cultura microbiologica.

Cultura bacteriolégica

A cultura do material foi realizada em placas contendo agar base acrescido de 8% (v/v) de
sangue ovino desfibrinado. As placas foram incubadas em aerobiose a 37°C por 48 horas, sendo
analisadas a cada 24h. Observaram-se as caracteristicas de crescimento das coldnias em placa, como
producdo de hemdlise, pigmento e caracteristicas morfologicas. Foi confeccionado laminas pelo método
de coloracao pela técnica de Gram (Quinn et al., 1994). Para identificagdo das bactérias foram utilizadas
provas bioquimicas relativas a produgdo de urease, reagio em Agar Triplice Acticar Ferro (TSI), teste de
VM/VP (VM - reagio de Vermelho de Metila; VP - reagdo de Voges- Proskauer), teste em Agar SIM (S -
produgdo de H2S; I - producio de Indol; M - motilidade) e teste em Agar Citrato (utilizagdo do carbono
do citrato) e teste em meio Simmons. Posteriormente foi realizado a identificagdo dos patdgenos de
acordo com a reag@o ocorridas nos meios acima citados.

Cultura fungica
O material foi semeado em 2 placas de dgar Sabouraud com cloranfenicol a 10%, 2 com agar
seletivo para fungos patogénicos (cloranfenicol e cicloheximida). As placas foram incubadas a

temperatura ambiente (25°C), por até 15 dias, inspecionando-se a cada 24 horas o crescimento fungico.
Apbs o desenvolvimento de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) foi realizada a identificagdo do
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fungo, sendo a identificagdo da espécie realizada como descrito por McGinnis (1980).
Formacgao de Biofilme

A determinagdo da formacdo de biofilme foi feita através de métodos visuais e
espectrofotométricos pela técnica de cristal violeta descrita por Stepanovic et al. (2000). O caldo utilizado
foi o Sabouraud dextrose (SBD) suplementado com 60 g de glicose por litro (concentragdo final de
glicose, 80 g/ litro ou 8%). Organismos foram cultivados por 24 h a 35 ° C. Utilizou-se uma cepa ATCC
como controles em cada teste. A turbidez de cada suspensdo foi ajustada para o equivalente de 3x10’
CFU / ml com SDB, por leituras espectrofotométricas. Sendo inoculado a suspensdo em tubo Falcon
contendo 9 ml de Agar Sabourand. Posteriormente cada pogo de placas de microtitulagdo foi inoculado
com aliquotas de 20ul de suspensdo de levedura e 180ul de SDB. O material foi incubado a 35 °C durante
24 h sem agitacdo. Observando que todos os isolados de Candida testados cresceram bem neste meio. Nas
placas de microtitulagdo, os isolados de Céandida cultivados em Sabourand tiveram valores > 1,0 as 24 h
para todas as espécies com um inéculo inicial de 10° CFU / ml. Apds 24 h de incubagio, o caldo foi
retirado por aspiragdo e os tubos foram lavados uma vez com 4gua destilada. As células de meios e
leveduras foram descartadas. O biofilme que ficou aderido foi classificado como negativa, fraco (1+),
moderado (2++ ou 3+++), ou fortemente (4++++) como ¢ classificado por Pfaller et al. (2002). Cada
isolado foi avaliado em triplicata de dias diferentes. As leituras espectrofotométricas foram realizadas a
405 nm com leitor de placa de microtitulacdo, Como a porcentagem de transmitancia (% T) estava sendo
medida, um comprimento de onda de 405 nm foi seleccionado para leitura das placas para minimizar a
absorbancia. O valor de % de Transmitancia para cada amostra de teste foi subtraido do valor de % T para
o reagente em branco para obter uma medida da quantidade de luz bloqueada ao passar pelos pogos (% T
bloc). A producao de biofilme de cada isolado foi classificada como negativo (% T bloc, 5), 1 (% T bloc,
5a20), 2 (% T bloc, 20 a 35), 3 (% T bloc, 35 a 50), ou 4 (% T bloc, 50). Cada isolado foi testado pelo
menos duas vezes. Nenhuma grande discrepancia ocorreu entre os resultados obtidos pelo método de
leitura visual e aqueles obtidos pelo método espectrofotométrico.

Analise estatistica

Empregou-se a técnica de estatistica descritiva por meio da distribui¢do das frequéncias relativa
e absoluta para os achados microbiologicos e fungicos, identificacdo dos agentes assim como para a
formagao de biofilme.

Resultados e Discussio

Das 70 éguas diagnosticadas com endometrite 43 (61,4%) apresentaram infec¢@o bacteriana e/ou
fingica. Dessas, 30,2% (13/43) apresentaram infeccdo fungica, e dentre os fungos mais evidenciados
foram encontrado o Aspergillus spp. e Candida albicans, que s3o descritos como agentes altamente
virulentos ¢ formadores de biofilme, seguido de Curvalaria spp., Cladosporium spp. e Zygomices spp.
caracteristico como contaminantes ambientais (Tongu et al., 2015). Dos fungos identificados, 9/13
(69,2%) formaram biofilme e foram observados alguns microrganismos (Tab. 1).

A infecgdo fungica nas éguas, podem estar relacionadas com diversos fatores, dentre eles uma
maior exposicdo das fémeas a colonizacdo fungica em decorréncia da intensa manipulacdo do trato
reprodutivo, uso prolongado de hormonios (progesterona e corticoides), enfermidades cervicais e
contaminagdo fecal. Estas possibilidades ja foram descritas pela literatura por varios autores (Alvarenga,
2008; Liu e Troedsson, 2008). Outro fator predisponente é a associagdo da enfermidade com
antibioticoterapia uterina, pneumovagina/urovagina e grande quantidade de fluido intrauterino, como
relatado por Stout (2008).

Segundo Fumuso et al. (2007), uma grande parte das endometrites de origem fingica tem carater
cronico, o que na maioria das vezes ¢ diagnosticado em animais que apresentam endometrites
persistentes. Tal cronicidade pode sugerir que algumas metodologias das biotecnologias da reprodugao,
assim como tratamentos e outras enfermidades atuem diminuindo a capacidade de eliminac¢do dos agentes
do ambiente uterino e predispondo-o a persisténcia. Porém, Petrites-Murphy et al. (1996) afirmam que
alguns casos podem ser de carater agudos em decorréncia de abortos com etiologia micética.

Os resultados encontrados, mostram uma maior identificagdo e participagdo da Candida
albicans, estando de acordo com a literatura em animais com endometrites fingicas, como descritos por
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Amaral et al. (2007) Frontoso et al. (2008) Liu e Troedson (2008), fato justificado pela presenca
naturalmente no trato reprodutivo animal por este grupo de microrganismos. Scofield et al. (2013),
afirmam que os principais agentes em endometrites fiingicas sdo Candida spp., Aspergillus spp. e Mucor
spp. Em ordem de importancia, a Candida albicans ¢ considerada o agente que mais acomete o trato
reprodutivo da égua (Petrites-Murphy et al., 1996), seguido em segundo lugar pelos agentes do género
Aspergillus spp., estes agentes por sua vez sdo capazes de produzir e liberar enzimas (elastase) e provocar
uma infec¢@o mais profunda por penetrar nos tecidos (Alvarenga, 2008).

Nascimento Junior et al. Caracterizagdo fungica e formagao de biofilme em éguas com endometrite.

Tabela 1. Microrganismos encontrados e a producdo de biofilme das 70 éguas.

Microrganismo Producio de Biofilme
Aspergillus spp. Neg
C. albicans P+++
Zygomices Spp. P+++
Aspergillus spp. P++
Curvalaria spp. Neg
Curvalaria spp. Neg
N identificado Neg
C. albicans P+++
C. albicans P++++
Curvalaria spp. P+
C. albicans P++++
C. albicans P++++
Aspergillus spp. P++++

Neg (Negativo); P(positivo), fraco (1+), moderado (2++ ou 3+++), ou fortemente (4++++).

Embora haja a possibilidade de serem encontrados todas as espécies de fungos no trato
reprodutor de éguas. Os mais comumente identificados em quadros de endometrites sdo os do género
Candida spp. e Aspergillus spp. segundo Tongu (2015). Os microrganismos Curvalaria spp.,
Cladosporium spp. e Zygomices spp. foram identificados no presente trabalho possivelmente decorrente
de contaminacdes ambientais. Tais microrganismos sdo agentes rotineiramente associados a dermatites
fungicas, no caso da Curvalaria spp. (Hiromoto et al., 2008), encontrados como contaminantes e agentes
de deterioracdo em alimentos, produtos industriais, solo, pedras, tijolos, papel e couro no caso do
Cladosporium spp. (Gutarowska, 2014) e danos traumaticos ao tecido ou supressdo do sistema
imunoldgico, como o Zygomices spp. O que nos leva a hipotetizar que houve uma redug@o da resposta
imunologica do animal levando ao aparecimento dessas espécies oportunistas.

Ribas et al. (2014) ao avaliarem 85 éguas, encontraram apenas cinco animais com endometrite
fingica, o que corresponde a 5,9% dos casos. Este resultado é bem inferior ao encontrado no presente
estudo [30,2% (13/43)]. A porcentagem de endometrites relatadas por alguns trabalhos na literatura
variam de 2,0 a 13,5% por Collins (1964), Dascanio et al. (2001), Amaral et al. (2007), Riddle et al.
(2007) e Frontoso et al. (2008). Estas variagdes podem sugerir que endometrites fingicas ocorrem com
mais frequéncia em regides tropicais (Lacaz et al., 1984), fato atribuido principalmente ao ambiente e
demais condi¢cdes mais propicias ao desenvolvimento micotico (Carter e Chenpaga, 1995). Em virtude de
poucos dados relacionados a este tipo de endometrites nas regides tropicais, ndo se pode efetivamente
confirmar tal fato.

E importante frisar que em todos os casos aqui relatados os animais apresentaram queixa de
subfertilidade com diagnostico gestacional negativo ap6s 3 inseminagdes artificiais ou 3 coletas negativas
de transferéncia de embrides. Para tal, o diagnostico de endometrite foi efetuado visando esclarecer de
fato a presenga ou ndo de endometrite. Além disso, as biotecnologias utilizadas em parte envolveram a
participagdo hormonal, e neste quesito, no caso das receptoras de embrides, houve utilizagdo da
progesterona (Altrenogest®) no momento da colocagdo do embrido sendo interrompido o tratamento apds
o diagnostico negativo de prenhez. Este hormonio, reduz a capacidade de identificagdo leucocitaria e
consequentemente a fagocitose e lise dos agentes patogénicos, o que predispde as infecg¢des fungicas
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(Troedsson, 2011).

A porcentagem encontrada em maior quantidade neste estudo pode ser explicada por duas
vertentes, a primeira sugere uma maior exposi¢ao dos animais a esporos dos fungos, o que ja foi relatado
por Carter e Chenpaga (1995), como um importante fator predisponente para a endometrite micotica e
persisténcia dos animais com tal enfermidade, ja que o desenvolvimento fungico pode ocorrer em todo o
ano em paises tropicais. A segunda, sugere um maior ¢ melhor identificacdo e controle das condigdes
laboratoriais para a cultura e isolamento, ja que segundo Amaral et al. (2007), varios problemas no
diagnostico de endometrites fingicas s@o atrelados a falhas ou problemas com a cultura e o isolamento do
fungo. Ribas et al. (2014), reiteram que para um diagndstico preciso, devem-se utilizar meios especificos
para o crescimento fungico, e aguardar um periodo mais longo de avaliacdo, ja que este crescimento ¢é
mais lento.

No que se refere a formacao de biofilme, Carneiro et al. (2018) considera a formagao de biofilme
no trato reprodutivo equino como uma causa significativa de endometrite cronica na égua. Os agentes
encontrados no presente estudo como a Candida albicans e Aspergillus spp. sdo considerados como
formadores de biofilme por dificultar a limpeza uterina devido ao aumento da adesdo as superficies
epiteliais, o que de acordo com Buczkowska et al. (2015), impede a remocao fisica e estimula a produgéo
de exsudato inflamatério. Alvarenga (2008) acrescenta que a formacdo do biofilme interfere diretamente
nos mecanismos imunologicos de defesa do utero, aumentando ainda mais a resisténcia dos agentes a
eliminag@o uterina.

A formacao de biofilme e identificacdo de agentes em éguas com endometrites ja foram descritas
por Zhang (2012) com Cladosporium sphaerospermum, Siqueira e Lima (2013) por Aspergillus spp.,
Botrytis spp., Alternaria spp., Cladosporium spp. e Carneiro et al. (2019) por Aspergillus spp.,
corroborando com os achados no presente estudo e evidenciando a participacdo do Aspergillus ssp. como
um dos principais agentes.

De uma forma geral, a formacdo de biofilmes, torna os microrganismos resistentes a conduta
terapéutica e consequentemente pode ocasionar infecgdes cronicas (Leblanc, 2010). Varios sdo os
métodos para sobreviver a degradacdo ou tentativa de eliminagdo pelo sistema imunoldgico do
hospedeiro e pela antibioticoterapia. Os biofilmes permitem que os microrganismos nao sejam
reconhecidos pelo sistema imunologico, impedem a exposi¢do a antibioticos e permitem a resisténcia a
antibioticoterapia pela troca de material genético (Donlan e Costerton 2002).

Conclusao

As endometrites de uma forma geral, sdo enfermidades muito importantes para o agronegocio
equino, quer seja de origem bacteriana ou fungica. O seu diagnostico torna-se imprescindivel, porém
muitas vezes complexo e consequentemente agravante para a resolucdo do quadro clinico, tornando-o
cronico e comprometendo a vida produtiva e reprodutiva do animal. A caracterizagdo, identificacdo do
agente associada a formacdo de biofilme sdo metodologias fundamentais no diagnoéstico e terapia de tais
enfermidades. Pode-se identificar os agentes Aspergillus spp. e Candida albicans, Curvalaria spp.,
Cladosporium spp. e Zygomices spp. em animais com endometrite fungica. Além disso, os fungos
isolados demonstram uma necessidade em melhorias nas biotecnologias da reprodugdo, bem como os
devidos cuidados assépticos destas agdes.
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