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RESUMO

LUCENA, ROSSANDRA DOS SANTOS. Estudo comparativo da microbiota

vaginal e uterina de acordo com a fase do ciclo estral de cadelas e gatas

submetidas a ovariossalpingohisterectomia no HV/CSTR-UFCG. Patos.
UFCG. 2014. 37f. (Trabalho de conclusio de curso de Medicina Veterindria).

Diversas enfermidades acometem os animais domésticos, sendo as doengas reprodutivas de
grande importancia, podendo levar a complicagdes sist€émicas ocasionando a morte de
fémeas. A piometra € um disturbio decorrente da coloniza¢do do utero por microrganismos
patogénicos, os quais, na maioria das vezes fazem parte da microbiota residente da vagina
da fémea que, por ocasido de vérios fatores podem multiplicar-se e gerar a enfermidade.
Objetivou-se com este estudo comparar a microbiota colonizadora do trato reprodutivo de
cadelas e gatas ambas clinicamente sauddveis, através do isolamento e identificacdo dos
microrganismos e relacionar a sua presenga com as fases do ciclo estral determinando em
qual dessas ocorre maior indice de colonizacdo. Para tanto, foram utilizados 32 animais
sauddveis, sendo 16 da espécie felina e 16 da espécie canina, em diferentes fases do ciclo
estral, submetidos a ovariossalpingohisterectomia (OSH) eletiva no Hospital Veterinario
do Centro de Saude e Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina Grande
(HV/CSTR-UFCG), na cidade de Patos, Paraiba. Foram coletadas de cada animal,
amostras bioldgicas para citologia vaginal, microbiologia vaginal e uterina. Diante dos
resultados obtidos conclui-se que houve maior colonizagdo nas amostras da vagina cranial
de gatas quando comparada as amostras vaginais de cadelas. Demonstrando que a fase

mais frequente no experimento foi o anestro.

Palavras chaves: Defesa uterina. Reprodugdo. Piometra.



ABSTRACT

LUCENA, ROSSANDRA DOS SANTOS. Comparative study of vaginal and uterine

microbiota according to the phase of the estrous cycle of female dogs and cats
undergoing ovariohysterectomy in HV / CSTR-UFCG. Patos. UFCG. 2014. 371.

(Work completion for Veterinary Medicine).

Various diseases affecting domestic animals and reproductive diseases are of great
importance and may lead to systemic complications leading to death of females. The
Pyometra is a disease that occurs when the uterus is colonized by pathogenic
microorganisms,that most part are of the resident microbiota of the female's vagina, in
occasions several of factors can multiply and generate the disease. The objective of this
study was to compare the colonization of the reproductive tract microbiota of healthy dogs
and cats through the isolation and identification of microorganisms and relate their
presence with the phases of the estrous cycle by determining at what stage of the estrous
cycle higher rate of colonization occurs. 32 animals were used, 16 of the feline specie and
16 of the canine specie, healthy, at different stages of the estrous cycle, submitted
ovariohysterectomy (OSH) elective at the Veterinary Hospital of the Federal University of
Campina Grande (HV / CSTR-UFCQG) in city of Patos, Paraiba. Were collected from each
animal, biological samples for cytology, microbiology vaginal and uterine. Based on these
results it is concluded that there was a higher colonization in the samples from the cranial
vagina chicks compared vaginal samples bitches. Demonstrating that the most common

phase in the experiment was the anestrus.

Keyswords: Uterine Defense. Reproduction. Pyometra.



1 INTRODUCAO

A populacdo de animais de estimacdo cresce proporcionalmente ao nimero de
pessoas e a cada dia ganha mais espaco dentro das casas, onde desenvolvem um papel
social importante. Sendo considerados membros da familia, os animais de estimagao
encontram-se diretamente ligados a evolu¢do do consumo de produtos e servigos estéticos
voltados para este novo tipo de consumidor.

Os cuidados com a saude desses animais também movimentam um mercado
importante, dada a preocupagdo dos proprietarios pela proximidade do cdo ou gato com os
membros da familia e o risco de contato com enfermidades.

O diagndstico de enfermidades do sistema genital assume um papel importante na
criacdo dos animais de estimacdo, uma vez que as enfermidades podem comprometer a
capacidade reprodutiva dos animais, podendo ainda ser fatais em cadelas e gatas.
Caracteristicas peculiares do ciclo estral tornam as fémeas suscetiveis a disturbios como a
piometra, que pode levar a morte ou a esterilidade.

A piometra ocorre quando ha colonizacdo do tdtero por microrganismos patégenos,
estes, na maioria das vezes fazem parte da microbiota residente na vagina da fémea, que
por ocasides de vdrios fatores, podem multiplicar-se e gerar a enfermidade.

E necessdrio um conhecimento aprofundado dos microrganismos potencialmente
patogénicos que estdo presentes na flora do trato genital das fémeas e sua associacdo ao
ciclo estral onde se possa observar qual fase hd maior indice de contaminagdo, pois, através
desse entendimento pode-se determinar a etiologia de distirbios que acometem o sistema
reprodutivo de cadelas e gatas e assim obter maior eficicia no tratamento instituido ao
animal acometido.

Com base nesses aspectos, o objetivo deste estudo foi comparar a microbiota
colonizadora do trato reprodutivo de cadelas com o de gatas, ambas clinicamente
sauddveis, identificando os microrganismos presentes e relacionando com as fases do ciclo

estral, determinando em que fase do ciclo estral ocorre maior indice de colonizacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O ciclo estral nas cadelas e gatas

O fendmeno ritmico observado em todos os mamiferos que envolvem periodos
regulares, mas limitados, de receptividade sexual (estro) que ocorrem em intervalos
caracteristicos para cada espécie € denominado de ciclo estral. Um intervalo de ciclo é
definido como o tempo do inicio de um periodo de receptividade sexual até o ciclo
seguinte (REECE, 2008).

O ciclo estral € classicamente dividido em estigios que representam eventos
comportamentais ou gonadais, em que sdo observados quatro periodos definidos como:
Proestro, periodo do desenvolvimento do foliculo; Estro, periodo de receptividade sexual;
Diestro, periodo da fase madura do corpo liteo (GRECO; STABENFELD, 2008); Anestro,
periodo caracterizado pela queda da progesterona sérica e inatividade sexual da fémea
(ETTINGER, 1992).

O mecanismo fisiolégico que determina o primeiro ciclo estral inicia-se no
hipotdlamo, quando hd um aumento na sintese e liberagdo do hormonio liberador de
gonadotrofina (GnRH) que estimula a secre¢do das gonadotrofinas: o hormonio
foliculoestimulate (FSH) e o hormoénio luteinizante (LH) pela adenohipdfise. As
gonadotrofinas influenciam a funcdo ovariana na intensificagdo do desenvolvimento
folicular ovariano, a ovulagdo e a fun¢do do corpo luteo (CL). O ovdrio secreta estrogénio,
progesterona e inibina em resposta ao estimulo das gonadotrofinas. O LH e o FSH agem
tanto em conjunto quanto separadamente, sao necessdrios para o crescimento adicional dos
foliculos que participam do estdgio pré-ovulatério e para a secre¢do maxima de estradiol.
O FSH € necessario para o desenvolvimento folicular no periodo inicial e estimula o
crescimento folicular ovariano enquanto que o LH € importante para a maturacdo final do
foliculo, ovulacdo e manutencdo do corpo ldteo e consequentemente a secre¢do de
progesterona (REECE, 2006).

As cadelas sdo consideradas monoéstricas, pois apresentam apenas um ciclo estral
seguido por um longo periodo de anestro (HOSPOOLS, 2007), representando cerca de um
ou dois ciclos por ano (NELSON; COUTO, 2010), porém ndo sdo raros trés cios, embora,

mesmo nesse caso, na maior parte do ano ela se encontre em anestro.
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As gatas sdo consideradas poliéstricas estacionais, sua ciclicidade € controlada pelo
fotoperiodo que deve ser de aproximadamente 12 a 14 horas de luz com intensidade de 50
Lux (NELSON; COUTO, 2010). Essa espécie possui ovulacdo desencadeada pelo
acasalamento, na qual, durante o coito havera a estimulacao da hipéfise para produgdo de
maior quantidade de FSH e LH que resultard em ovulagao imediata, enquanto na espécie
canina a ovulagdo ocorre independente de acasalamento (GURTLER et al., 1987). O
primeiro cio ocorre na idade de aproximadamente seis a nove meses nas cadelas e entre

seis a doze meses nas gatas (DYCE; SACK; WENSING, 1997).

2.1.1 Fases do ciclo estral na cadela e na gata

O ciclo estral pode ser dividido em quatro ou cinco fases: o proestro, estro,
interestro (em gatas), diestro e anestro, onde sdo observadas modificacOes organicas
especificas e com diferentes periodos de duracio (FELDMAN, 2004; GRUNERT;
BIRGEL; VALE, 2005).

2.1.1.1 Proestro

E identificado pelo edemaciamento vulvar e pelo sangramento vaginal. Ndo ha
receptividade sexual apesar da fémea se encontrar sexualmente atraente (HOSPOOLS,
2007). Tem duracdo média de 9 dias, variando de 3 a 17 dias em cadelas, j4 em gatas pode
ser curto ao ponto de ndo ser identificado, contudo tipicamente dura de 1 a 2 dias
(NELSON; COUTO, 2010). Em algumas gatas ¢ dificil distinguir o proestro do estro, pois
esses animais expressam comportamento de estro e aceitam o acasalamento sem este
periodo de transi¢ao preliminar (FELDMAN, 2004).

O aumento na concentracdo de FSH € considerado fundamental para iniciar a fase
do proestro e o desenvolvimento dos foliculos ovarianos que apresentam um didmetro de
1,5 a Smm em cadelas, esses foliculos irdo produzir estradiol, que € o responsavel pelo
edema da vulva, pela cornificacido da vagina e pelo sangramento vaginal, observado como
uma secrecdo vulvar serossanguinolenta. A concentracdo sérica de estradiol se eleva
gradualmente durante o inicio do proestro, aumenta de forma abrupta momentos antes do
pico pré-ovulatério de LH (Figura 1) e em seguida atinge rapidamente niveis basais

(NELSON; COUTO, 2010).
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Figura 1 — Influéncia dos hormonios nas diferentes fases do ciclo estral.
Fonte: Nelson; Couto, (2010).

2.1.1.2 Estro

O estro inicia-se com receptividade a monta e termina com a recusa ao
acasalamento. Sua duracdo em cadelas € de 9 dias em média, com variacdo de 3 a 21 dias,
em gatas tem duracdo de 3 a 16 dias com média de 7 dias (ETTINGER, 1992). Ocorre a
aceitacdo do macho pela cadela que se torna menos agressiva com postura imével e patas
firmemente plantadas no chdo, sua cauda é deslocada lateralmente, permitindo a
intromissao do pénis. As gatas apresentam comportamento caracterizado por vocalizacdes,
rolamento pelo chao, lordose, tremores no corpo ou cauda e sustentacdo da cauda para um
dos lados, aceitando a cobertura (NELSON; COUTO, 2010).

Nas cadelas os foliculos pré-ovulatérios continuam a se desenvolver e aumentar de
tamanho. O aumento na concentragdo de estradiol durante o proestro, via feedback positivo
no hipotdlamo, inicia o pico de LH que, por sua vez, determina a ovulagdo, formagao do
corpo liuteo e secrecdo de progesterona pelo ovério. A ovulacdo ocorre na maioria das
cadelas em intervalo de 48 horas ap6s o pico de LH (variacdo de 0 a 96 horas). Em gatas o
processo de ovulacdo € decorrente de um reflexo neuroenddcrino, iniciado por meio da

estimulagdo mecanica dos receptores sensoriais localizados na vagina e cérvix. O estimulo
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induz a liberacdo do pico de LH pela hipéfise, ocorrendo ovulagdo 48 horas depois

(NELSON; COUTO, 2010).

2.1.1.3 Interestro

Ocorre em gatas que ndo ovularam devido a auséncia de cpula ou a estimulagio de
hormoénio insuficiente. Se manifesta entre um estro ndo ovulatério € um novo estro
subsequente, a fémea ndo exibe sinais fisicos ou comportamentais de atividade sexual,

podendo durar em média 7 dias (FELDMAN, 2004).

2.1.1.4 Diestro

O diestro € marcado pelo fim do estro, tem duracio de 2 a 3 meses, periodo em que
as fémeas se tornam calmas, a atracdo pelos machos decresce e ndo sdo mais receptivas
(FELDMAN, 2004). Essa fase estd sob influéncia da progesterona, pois os corpos liteos
dos ovdrios secretam o hormonio tanto em animais prenhes, quanto ndo prenhes. A
progesterona sérica durante esse periodo varia de 2 até mais de 40 ng/mL. Quando ha
declinio na progesterona para menos de 2 ng/mL se torna um indicativo do fim do diestro,
que ocorre na ocasiao do parto (ETTINGER, 1992).

Quando o diestro ocorre seguido de gestacdo, a fase terd duracdo de 62 a 71 dias,
quando ha ovulacdo seguida da auséncia de gestacdo, o diestro ird se apresentar como

pseudogestacgao fisioldgica, durando de 25 a 45 dias (FELDMAN, 2004).

2.1.1.5 Anestro

No anestro a fémea se encontra sexualmente sem atividade e inicia-se quando a
progesterona sérica cai para menos de 2 ng/mL, terminando no inicio dos sinais do
proestro. A duracdo do anestro em cadelas € varidavel, em média de 4,5 meses, enquanto
que em gatas € em torno de 3 meses (ETTINGER, 1992).

Como ndo hd comportamentos especificos associados a fase de anestro, essa fase do
ciclo tem sido erroneamente descrita como periodo de quiescéncia reprodutiva quando se
compara com parametros de cadelas pré-puberes. Porém, o eixo hipofisario-ovariano e o

utero estdo ativos durante a fase, a secrecdo pulsatil dos hormoénios LH e FSH continuam.
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O endométrio descama-se e o tamanho e atividade das glandulas endometriais e as
espessuras do miométrio e do endométrio diminuem. A regressdo endometrial continua por
cerca de 120 dias apds um ciclo em que ndo houve gestagdo e por 150 dias apds ciclo onde

houve uma gestacao (NELSON; COUTO, 2010).

2.2 Citologia vaginal

O exame das células epiteliais da vagina de cadelas e gatas ¢ denominado citologia
vaginal, é uma técnica bastante usada na Medicina Veterindria e de grande importancia
como auxilio no diagndstico de doencas uterinas e vaginais, assim como na avaliagdo do
estdagio do ciclo estral (BANKS, 1991).

A citologia vaginal ¢ um dos meios empregados para a determinacdo do inicio e
duracdo do periodo fértil de cadelas e gatas que consiste na esfoliagdo do epitélio da
mucosa vaginal, esfregaco por aposi¢cdo em lamina e interpretacio (ALVES; MATEUS;
COSTA, 2002).

A mucosa vaginal é formada por varias camadas celulares, que diferem quanto a
sua morfologia. Essas camadas variam em espessuras ao longo do ciclo estral, durante a
gestacdo, anestro e lactagdo de acordo com estimulo hormonal ao qual sdo submetidos
(RAPOSO et al., 2000).

Quatro tipos de achados podem estar presentes na citologia vaginal como: células
do epitélio vaginal, leucdcitos, hemdcias e bactérias. As células de maior importancia para
avaliar as diferentes fases do ciclo estral em cadelas e gatas sdo as células epiteliais, pois o
epitélio vaginal sofre constantemente modificacdes por influencia hormonal (BANKS,
1991).

Schutter (1967, apud Porto et al., 2007) em estudo da arquitetura celular em
cadelas, classificou as células do epitélio vaginal em: basais, parabasais, intermedidrias,
superficiais com nucleo e superficiais sem nucleo.

As células basais possuem nucleo arredondado e quantidade escassa de citoplasma
basofilico, estdo localizadas ao longo da membrana basal e, por esse motivo, sdo raramente
observadas na citologia (RASKIN; MEYER, 2003).

As células parabasais apresentam alta proporcdo nucleo:citoplasma, possuem
citoplasma basofilico, nicleos arredondados de tamanho e forma uniformes (Figura 2). Sdo

as menores células epiteliais observadas no exame citolégico de rotina das amostras da
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vagina. As células que contém vacuolos citoplasmdticos sdo denominadas células
espumosas, porém, o significado dos vactolos é desconhecido (OLSON, 1984 apud

RASKIN; MEYER, 2003).

i
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Figura 2 — Célula parabasal.
Fonte: Musolino; Ghirelli; Moreno (2000).

As células intermedidrias possuem propor¢do nucleo:citoplasma baixa, com
abundante quantidade de citoplasma azul a azul-esverdeado (Figura 3), os bordos
citoplasmaéticos sdo arredondados a irregulares e dobrados (BAKER; LUMSDEN, 1999
apud RASKIN; MEYER, 2003 ). Variam em tamanho podendo ser classificadas em células
intermedidrias pequenas e grandes (MUSOLINO; GHIRELLI; MORENO, 2000).
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Figura 3 — Célula intermediaria
Fonte: Musolino; Ghirelli; Moreno (2000).
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As células superficiais com nicleo (Figura 4-A) possuem quantidade abundante de
citoplasma azul-claro a azul esverdeado, niicleo picnético e bordos celulares angulares ou
dobrados. Quando as células superficiais envelhecem se degeneram e sdao denominadas
células superficiais sem nucleo (queratinizadas) e estas se caracterizam por serem grandes
e irregulares (Figura 4-B) representando o fim do processo que se inicia com as células
basais. Sao também chamadas de células queratinizadas ou cornificadas (MUSOLINO;

GHIRELLI; MORENO, 2000).

A B

Figura 4 — Células superficiais: A- células superficiais com nicleo. B- células superficiais
sem niicleo ou queratinizadas
Fonte: Musolino; Ghirelli; Moreno (2000).

2.2.1 Técnicas de colheita

Para obtencdo de células vaginais para exame citoldgico utiliza-se, segundo Raskin
e Meyer (2003), um swab de algoddo umedecido com solug¢do salina ou uma escova
ginecoldgica direcionada craniodorsalmente na regido caudal da vagina. Deve-se evitar o
vestibulo e a fossa do clitdris, visto que as células superficiais queratinizadas presentes
neste local podem influenciar a interpretacio citoldgica. Cranialmente ao orificio da uretra
obtém-se as células da vagina tocando-se suavemente no revestimento epitelial.

Outro método alternativo de colheita foi descrito Olson (1984 apud RASKIN;
MEYER, 2003) consiste na utilizacdo de uma pequena pipeta de vidro com bulbo contendo
solucdo salina estéril, introduzida na por¢do caudal da vagina, obtendo-se as células

mediante repetidas infusdes e aspiragdes da solucao.
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2.2.2 Determinacio da fase do ciclo estral em cadelas e gatas utilizando citologia

vaginal

O estrégeno exerce grande influéncia no epitélio vaginal, estimulando a
proliferacao do epitélio que passa de uma espessura de poucas camadas celulares no
anestro para uma espessura de 20 a 30 (até 100-150) camadas de células no fim do pré-
estro (ALVES; MATEUS; COSTA, 2002).

No inicio do proestro, hd predominancia de células parabasais e intermedidrias ndo
cornificadas em mais de 80% (NELSON; COUTO, 2010). Sdo comumente encontrados
poucos neutrdfilos e bactérias podem ser visualizadas em pequenas ou grandes
quantidades. O fundo do esfregaco é aparentemente sujo devido a presenca de secrecdes
cervicais e vaginais que se coram facilmente (MUSOLINO; GHIRELLI; MORENO,
2000). Com a progressao do proestro, a populacdo de células esfoliadas sofre uma
maturagdo gradual desaparecendo as células parabasais e intermedidrias, enquanto o
numero de células superficiais aumenta (NELSON; COUTO, 2010). Dessa forma, a
variacdo na percentagem de células superficiais ao longo de esfregacos vaginais seriados
pode ser usada no monitoramento da evolu¢do do ciclo reprodutivo. Em termos
citolégicos, considera-se que a cadela ou gata estd em cio (estro) quando o esfregaco
celular apresenta um indice de células superficiais superior a 80 % (ALVES; MATEUS;
COSTA, 2002).

A presencga ou auséncia de nucleo picnético dentro de células superficiais nao tem
relacdo com alteragdes de concentracdes plasmadticas de hormonios, ou com a presenca de
foliculos ou corpo liteo dentro do ovario (MUSOLINO; GHIRELLI; MORENO, 2000).

No diestro ha um predominio de células intermedidrias e, conforme progride a fase,
pode-se observar maior nimero de células parabasais. No anestro, por ndo possuir tanta
influéncia hormonal, hd poucas camadas de células. As células que se observam sio as
basais, porém, também hé parabasais e intermedidrias em pouca quantidade (SERVICIO,
2011).

No anestro podem estar presentes neutrdfilos, enquanto os glébulos vermelhos
estdo normalmente ausentes. Bactérias podem ou ndo estar presentes e, quando presentes,
geralmente representam a microflora normal (MUSOLINO; GHIRELLI; MORENO,
2000).
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2.3 Microrganismos colonizadores do trato reprodutivo

O trato genital feminino possui uma microbiota residente das regides externas ao
Ostio cervical. O ttero € desprovido de microrganismos gragas a cérvix que se mostra
como uma barreira muito eficiente aliada a outros mecanismos de defesa. A higidez do
utero fica comprometida quando as bactérias oriundas do trato geniturindrio ascendem via
cérvix, situacdo que surge quando se acha reunido certo nimero de fatores como o
relaxamento cervical no estro. No diestro o ambiente uterino encontra-se mais susceptivel

a possiveis contaminacdes assim, as bactérias que colonizam o dtero encontram-se num

meio receptivo e apropriado a sua adesdao e multiplicacdo, desenvolvendo-se uma infecc¢ao

(VINES, 2011).
2.3.1 Escherichia coli
A Escherichia coli é facultativamente anaerdbia, gram-negativa, em forma de

bastonete, ndo formadora de esporo, medindo de 1,0 -1,5 um de largura e 2,0-6,0 um de

comprimento (Figura 5) (GOMES, 2014).

Figura 5 — Escherichia coli Fonte:
Mdsaude.com
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Nos animais a FE.coli tem sido relacionada a uma grande variedade de
manifestacdes clinicas, incluindo diarreia, endometrite, cistite, aborto, septicemia, entre
outras (RADOSTITS et al., 2000).

Na piometra, a E.coli é a principal bactéria associada a enfermidade, sendo isolada
em 59% a 96% dos casos (FRANSSON, 2003).

Em poucas horas ou em poucos dias ap6s o nascimento hd a colonizag¢do do trato
gastrintestinal pela E. coli, isso ocorre porque 0 microrganismo ¢ ingerido junto com o
alimento, dgua ou obtido diretamente de outros individuos. A E. coli adere-se a superficie
mucosa do intestino grosso e, uma vez estabelecida, pode persistir por meses ou anos.
Linhagens residentes mudam apds um longo periodo de tempo, especialmente apds
infeccOes entéricas ou terapia com antimicrobianos que alteram a flora normal (GOMES,

2014).

2.3.2 Streptococcus spp.

Os estreptococos sdo microrganismos esféricos, dispostos geralmente em cadeias,
gram-positivos, suas dimensdes variam entre 0,2 a 1,2 um, imdveis, amplamente

distribuidos na natureza, mas sdo sensiveis ao aquecimento por 30 minutos a 60°C (Figura

6) JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 1982).

Figura 6 — Streptococcus spp. Fontes: Bioweb.uwlax.edu

A maior parte dos estreptococos sdo anaerobicos facultativos, produtores de
substincias extracelulares e enzimas, possuem capacidade de lisar hemdcias em diversos

graus e isso constitui um importante critério para sua classificacio (JAWETZ; MELNICK;
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ADELBERG, 1982). Sao encontrados nas mucosas da boca, trato respiratério,
gastrointestinal, genitourindrio e pele (QUINN et al., 2005).

Podem causar diversas enfermidades dentre elas: infec¢des do trato respiratdrio
superior, septicémicas neonatais, infec¢cdes piogénicas, infeccdes do trato genitourindrio e

mastite bovina (HIRSCH; ZEE, 2003).

2.3.3 Staphylococcus spp.

O nome do género deriva da palavra grega staphylé que significa cacho de uvas
(Figura 7), pois podem estar arranjados de tal modo que lembra a fruta. Os estafilococos
sdo organismos esféricos, com 0,5 -1,5 um de didmetro, gram-positivos, imdveis, nao
formadores de esporos e aerdébios ou anaerdbios facultativos (QUINN et al., 2005).

Alguns estafilococos patogénicos provocam supuragdo, formacdo de abscessos,
uma variedade de infeccdes piogénicas e até septicemia fatal, além de infec¢do do trato
urindrio. Podem produzir doengas tanto por sua capacidade de multiplicagdo e
dissemina¢@o ampla nos tecidos, como por produ¢do de muitas substincias extracelulares

(JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 1982).

Figura 7 — Staphylococcus spp.
Fontes: Extension.org

2.4.4 Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae é o membro mais comumente isolado do género. Sdo

bactérias  gram-negativas, encapsulada, 1imoéveis e pertencentem a familia
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Enterobacteriaceae (Figura 8). Isolada normalmente da flora intestinal de humanos e

animais (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 1982; KRIEG, 1984).

Figura 8 — Klebsiella Pneumoniae.
Fontes: klebsiella-pneumoniae.org

-

E um agente oportunista de importantes infeccdes, sendo encontrada em
enfermidades como a piometra. Em estudos observa-se que as cepas da K. pneumoniae

vem demonstrando resisténcia multipla a antimicrobianos (KRIEG, 1984).

2.4 Mecanismo de defesa uterina em cadelas e gatas

Os mamiferos possuem diversos mecanismos de defesa, cuja finalidade € controlar
as infeccdes causadas por microrganismos patogénicos. Esses mecanismos podem ser
classificados em: inespecificos ou imunidade natural, quando ndo hd o contato do
hospedeiro com o microrganismo patogénico € o especifico ou imunidade adquirida, que é
dependente do contato com o patégeno e do reconhecimento do antigeno. Tanto os
mecanismos de defesa especificos como os inespecificos sdo especializados para oferecer
protecdo ao nivel das mucosas, pois, na grande maioria das vezes, as infec¢des bacterianas
tém inicio ou se limitam as mucosas, constituindo assim a imunidade local (PEREIRA,
1991).

Para alguns microrganismos a primeira etapa na infec¢ao € sua aderéncia as células
epiteliais superficiais. Quando microrganismos penetram na mucosa, eles tendem a ser
capturados por fagdcitos e transportados pelos canais linféticos regionais até os linfonodos.

Estes atuam como barreiras a uma disseminacdo adicional e conseguem remover um
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grande nimero de bactérias. A maioria das mucosas do organismo apresenta uma flora
microbiana normal constante, que por si s6 se opde ao estabelecimento de microrganismos
patogénicos e tem fungdes fisiolégicas importantes (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG,
1984).

2.4.1 Mecanismo celular

Os principais representantes do mecanismo de defesa celular uterina sdo os
neutréfilos que estdo presentes nos processos inflamatorios agudos, constituindo a primeira
linha de defesa do organismo. Essas células s@o as primeiras a chegar ao local de infec¢ao
e sua migracdo € direcionada pela quimiotaxia, e sua locomog¢do ¢é orientada através de um
gradiente quimico (Figura 9). Os neutréfilos atuam no local, englobando os agentes
invasores pelo processo de fagocitose, decompdem o antigeno através da liberacdo dos

granulos presentes no citoplasma (TIZARD, 2002).
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Figura 9 — Mecanismo de migracdo dos
neutréfilos até agente invasor e
fagocitose.

Fonte: wikipedia.org
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Macroéfagos também sdo importantes representantes da defesa celular, diferenciam-

se dos mondcitos que circulam pelo sangue periférico como células imaturas,
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desenvolvem-se e atingem os tecidos, onde se diferenciam em macréfagos, com alto

potencial fagocitico (CASSADO, 2011).

2.4.2 Mecanismo humoral

O mecanismo humoral da resposta imune contribui na defesa uterina através das
imunoglobulinas (Ig). A permeabilidade do endotélio da circulacdo local esta alterada no
inicio do processo inflamatério, permitindo assim a saida de fluidos do sistema vascular
para os tecidos e cavidades. O fluido uterino € composto basicamente de imunoglobulinas,
proteinas plasmadticas e células inflamatorias (GALINDO et al., 2003).

A ligacdo das imunoglobulinas com microorganismos da superficie epitelial uterina
e o sistema complemento aumenta a eficiéncia do processo de fagocitose, pois facilita a
aderéncia das membranas dos organismos contaminantes aos fagécitos (CASTANHEIRA,

2002).

2.4.3 Mecanismo fisico

A remocgdo do fluido uterino tem papel importante no mecanismo fisico de defesa
uterina. As contracdes uterinas apds a expulsdo do feto favorecem a eliminagdo do
conteddo restante, reduzindo assim a proliferacio de microrganismos inespecificos
(OLIVEIRA FILHO, 1996) e além, a adequada dilatacdo cervical associada as contracoes
miometriais € uma eficiente drenagem linféatica sdo requisitos para a manuten¢cdo de um

utero saudavel (CASTANHEIRA, 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

O experimento foi realizado no Setor de Cirurgia de Pequenos Animais e
Laboratério de Microbiologia do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de

Campina Grande, Centro de Sauide e Tecnologia Rural no Campus de Patos-PB.

3.2 Animais

Foram utilizadas 32 fémeas em idade fértil, sadias clinicamente, sendo 16 da
espécie canina e 16 da espécie felina, sem padrio racial defenido, em diferentes fases do

ciclo estral.

3.3 Citologia vaginal

Para citologia vaginal, um swab foi inserido na comissura dorsal da vulva sendo
direcionado craniodorsalmente e friccionado levemente na mucosa vaginal. Em seguida,
foi realizado um “imprint” das células em uma lamina histolégica por meio de rolamento
do swab sobre a mesma. A lamina foi posteriormente corada pelo método do panético
rapido, sendo em seguida identificada.

A andlise foi feita em microscopio Optico, em objetivas de 10x e 40x, onde se
analisou o tipo celular predominante compativel com as diferentes fases do ciclo estral nas

cadelas e gatas.

3.4 Analises microbiolégicas

O contetido biolégico vaginal foi coletado com um swab estéril, inserido na vagina
do animal e levemente friccionado contra a parede. Em seguida, adcionado em meio Stuart
que foi mantido resfriado em isopor contendo gelo, sendo entdo as amostras encaminhadas
ao Laboratério de Microbiologia do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de

Campina Grande.
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A amostra do contetdo uterino foi coletada apds a realizagdo da OSH, onde fez-se
um corte longitudinal no corno uterino direito e com o auxilio de um swab estéril coletou-
se material biologico da parede do endométrio. Em seguida, o swab com a amostra foi
colocado em um tubo de ensaio contendo meio Stuart e posteriormente identificado com
nome do animal e corno uterino respectivo, o mesmo procedimento foi realizado com
corno do uterino esquerdo. Todo o procedimento acima descrito ocorreu em ambiente
cirtirgico e, portanto, estéril.

Os materiais bioldgicos coletados foram acondicionados em caixas isotérmicas e
encaminhados para o Laboratério de Microbiologia do Hospital Veterindrio da
Universidade Federal de Campina Grande, onde foram semeados por técnica de inoculagdo
em placas de Petri por esgotamento, para obtencdo de coldnias isoladas, com meios de
cultivo em Agar sangue ovino desfibrinado e Agar MacConkey e caldo BHI (Brain Heart
Infusion), incubados em estufa a 37°C durante 24-48 horas. Passado o periodo de
incubacgdo, observou-se entdo, a presenca de crescimento bacteriano. Das colonias que
cresceram nas placas foram observados as caracteristicas macroscéopicas e confeccionou-se
laminas histolégicas que foram coradas com a coloracdo de Gram, sendo posteriormente

visualizadas em microscopio Optico com objetiva de 100X em 6leo de imersao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das andlises da citologia vaginal das cadelas e gatas obtidos neste

estudo estdo representados na figura 10.
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Figura 10 — Fases do ciclo estral em cadelas e gatas submetidas a OSH no
HV/CSTR-UFCG.

Observou-se que o anestro foi a fase de maior incidéncia nas duas espécies
estudadas, totalizando 25 animais (78,14 %), o que justifica por o anestro ser a fase do
ciclo reprodutivo com maior duracdo. O proestro apresentou-se em cinco animais
(15,62%), em duas gatas e trés cadelas. O estro e diestro foram as fases de menor
incidéncia. O estro apresentou-se em apenas uma gata (3,12%) ndo sendo identificado em
nenhuma das cadelas, o inverso aconteceu com a fase do diestro observado em apenas uma
cadela (3,12%) nao sendo identificada em nenhuma das gatas.

Os resultados obtidos nas andlises microbioldgicas vaginais das cadelas e gatas
estdo representadas na figura 11. Dos 32 animais utilizados no estudo, apenas seis
(18,75%) apresentaram auséncia de microrganismos no trato reprodutivo. O restante dos

animais apresentou-se positivo em pelo menos uma das regides do trato reprodutivo. A
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vagina cranial foram isolados microrganismos em 10 amostras de cadelas (31,25%) e 16

amostras de gatas (50%).
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Figura 11 — Microbiologias vaginais de cadelas e gatas submetidas a OSH no HV/CSTR-UFCG.

As cadelas apresentaram maior variedade de espécies de microrganismos nas
culturas vaginais quando comparadas as da gata. Das 16 amostras vagnais de cadelas, ndo
houve crescimento microbiano em seis (37,5%) e as 10 restantes.isolou-se: Streptococcus
spp. (12,5%), Staphylococcus spp .(6,25%), Escherichia Coli (25%), Klebisiella
spp.(12,5%). Em apenas uma amostra houve crescimento de Streptococcus spp. juntamente
com Staphylococcus spp.(6,25%). As amostras vaginais de gatas por sua vez, apresentaram
crescimento de Escherichia coli em14 amostras (87,5%) e em duas amostras (12,5%)
houve crescimento de Escherichia coli juntamente com Klebsiella spp.

A presenca de Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Escherichia coli em
cadelas como demonstrado neste estudo, mostra que esses agentes podem estar presentes
na vagina e consequentemente ascender ao tutero de cadelas sadias, causando danos ao
aparelho reprodutor da fémea ( ETTINGER, 1992).

Os achados do estudo de Carneiro; Toniollo e Schocken-Iturrino (2005) mostraram
que os microrganismos encontrados em amostras vaginais de cadelas sadias foram:
Staphylococcus spp., Escherichia coli e o Streptococcus spp., o que se assemelha quanto

aos microrganismos isolados neste trabalho.
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Santos (2006) estudou a avaliagdo da microbiota vaginal de cadelas usando como
diagnéstico o isolamento microbioldgico e a colpocitologia, em 40 cadelas higidas, os
resultados obtidos do isolamento bacteriano foram diferentes deste estudo quanto aos
microrganismos encontrados, visto que Santos (2006) obteve maior incidéncia de
Micrococcus spp.

Avila et al. (2008) obtiveram grande diversidade de microrganismos isolados no
canal vaginal. Utilizaram 70 cadelas sem alteragdes clinicas perceptiveis no sistema
genital. Dentre as espécies isoladas obteve-se Staphylococcus epidermidis (14,2%),
Pseudomonas aeruginosa (11,5%), Proteus mirabilis (11,5%), Staphylococcus aureus
(8,6%), Escherichia coli (8,6%), Proteus vulgaris (8,6%), Streptococcus spp. (5,7%),
Klebsiella sp. (2,8%), Shiguella sp. (2,8%), Citrobacter sp. (2,8%).

Ja os resultados obtidos das amostras vaginais de gatas sdo distintos dos
encontrados por Clemetson e Ward (1990), que utilizaram em seu trabalho 53 gatas
sauddveis e obtiveram o isolamento das seguintes bactérias: Staphylococcus spp. em
56,0%, Streptococcus canis em 52,0% e Escherichia coli em 44,0% das amostras vaginais.

Em outro estudo desenvolvido por Schocken-Iturrino et al. (1992) utilizaram 80
amostras vaginais de gatas adultas ndo castradas conseguiram 223 isolamentos, dentre as
espécies bacterianas isoladas, duas se destacaram como mais frequentes: a Escherichia coli
isolada em 83,75%) e Streptococcus spp. isolados em 50%, o que se assemelha ao
resultado deste experimento quanto a incidéncia da Escherichia coli que foi o
microrganismo de maior predomindncia no isolamento vaginal de gatas estando presente
nas 16 gatas e em duas encontrava-se atuando juntamente com Klebsiella spp.

Os resultados microbioldgicos uterinos das 16 gatas deste estudo, indicaram que
tanto os cornos uterinos direito quanto os cornos uterinos esquerdo niao desenvolveram
crescimento nos meios de cultura utilizados, semelhante ao estudo de Holst et al. (2003)
que caracterizaram a populacio de bactérias do trato genital de gatas adultas, utilizando 66
fémeas submetidas a OSH, nao obtendo crescimento de nenhum microrganismo nas
amostras uterinas submetidas a cultura microbiolégica.

Na andlise microbioldgica uterina de cadelas deste estudo, observou-se crescimento
em ambos 0s cornos uterinos em um tnico animal (6,25%) com Staphylococcus spp. Nesse
mesmo animal houve o crescimento de Streptococcus spp. na amostra vaginal, o que
sugere que, neste caso, a contaminagao nao foi ascendente. O restante das cadelas (93,25)

ndo apresentaram crescimento microbiolégico uterino, esse resultado difere do estudo de
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Watts; Wright e Whithear (1996) que concluiu com seu estudo que o ttero de fémeas
higidas tem uma microflora durante o proestro e estro semelhante & microflora da vagina e
da cérvix.

Por sua vez, Carneiro; Toniollo e Schocken-Iturrino (2005) conseguiram isolar no
utero de 21 cadelas sadias Staphylococcus (42,85%), Escherichia coli (23,80%),
Streptococcus  (23,80%), Lactobacillus (19,04%), Streptococcus lacticus (14,28%),
Bacillus (9,52%), Sarcina (9,52%), Proteus (4,76%), leveduras (4,76%), Corynebacterium
(4,76%), diferentemente dos resultados obtidos nesse estudo.

A fase do ciclo estral das gatas com maior indice de contaminac¢do foi o anestro,
estando presente em 13 animais (81,25%), onde houve a colonizacdo de Escherichia coli e

Klebisiella spp. (Figura 12).
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Figura 12 — Relacdo das fases do ciclo estral em gatas com microrganismos
isolados das amostras vaginais.

Relacionando o indice de contaminac¢do do trato genital de cadelas com a fase do
ciclo estral (Figura 13), observa-se que todas as fases exceto o estro que ndo foi observado
nas cadelas avaliadas, obtiveram colonizacdo vaginal, a fase de maior indice de
contaminagdo foi o anestro, estando presente em 12 animais. Semelhante aos resultados
obtidos por Stein et al. (2009) que fizeram uma avaliacdo da microbiota vaginal de cadelas

e relacionando-a com o ciclo estral, onde 11 fémeas apresentaram maior indice de



32

contaminac¢do na fase de anestro (73,4%) sendo o microrganismo de maior incidéncia foi o

Streptococcus spp.

6

5

4 B Streptococcus spp.

3 B Staphylococcus spp
1 Escherichia Coli

2 H Klebisiella spp

1 - M Sem crescimento

0 i T T

Proestro Estro Diestro Anestro

Figura 13 — Relacdo das fases do ciclo estral em cadelas com microrganismos
isolados amostras vaginais.
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5 CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos e segundo as condi¢des deste experimento conclui-se
que:
N . N . .
** Houve maior colonizagdo nas amostras da vagina cranial de gatas quando
comparada as amostras vaginais de cadelas;
N . . .
¢ A fase mais frequente no experimento foi o anestro.

E necessario um estudo mais aprofundado no sentido de associar os resultados a
forma de manejo e historico reprodutivo, o que nao foi possivel realizar no presente estudo,
uma vez que a maioria dos animais que participaram do experimento eram errantes, muitas
vezes sem proprietdrio, impedindo uma avaliagdo mais apurada das condi¢cdes de manejo e

historico reprodutivo.
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