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RESUMO

CUPELLO, Federico dos Santos. Caracterizacdo da microbiota uterina e analise citoldgica
de éguas em diferentes idades. 2023. 66p. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria,
Patologia e Ciéncia Clinicas). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

O objetivo deste estudo foi caracterizar qualitativa e comparativamente 0s microrganismos
encontrados no endomeétrio de éguas de diferentes idades. Foi coletado material intrauterino de
46 éguas saudaveis para andlise citoldgica, cultura fangica e bacteriana. Os animais
selecionados foram alocados em trés grupos etarios: G1 (n = 10) - éguas nuliparas com idade
entre 2 e 4 anos; G2 (n = 17) - éguas em fase reprodutiva com idade entre 5 e 10 anos; e G3 (n
= 19) - éguas em fase reprodutiva com idade entre 11 e 18 anos. As éguas foram submetidas a
avaliacdo ultrassonografica para acompanhamento do ciclo estral e, quando apresentaram
foliculo com didmetro > 35 mm e edema uterino grau 3 (escala de 1 a 5), foi realizada a coleta
de material intrauterino. A coleta das amostras foi realizada utilizando swab esteéril e escova
citoldgica estéril com auxilio da pinga ginecologica. O material coletado para isolamento
fangico/bacteriano foi acondicionado em meio Stuart em temperatura ambiente e encaminhado
ao laboratério da UFRRJ. As laminas foram coradas com Panotico rapido e a citologia buscou
identificar a presenca de neutréfilos, macréfagos e eosinéfilos, em microscopia dptica com
aumento de 400 a 1000X. A analise estatistica foi realizada utilizando o Teste ¥2 com nivel de
significancia de 5%. Dentre os resultados encontrados, a cultura bacteriana apresentou: Bacillus
spp, Enterococcus sp., Staphilococcus sp. e Streptococcus sp. Os animais do grupo G1 nédo
possuiam diferencas significativas nas propor¢cdes de géneros de bactérias encontradas; o0s
animais do grupo G2 possuiam mais individuos com bactérias dos géneros Staphilococcus do
que os grupos G1 e G3; e os animais do grupo G3 possuiam maior incidéncia de bactérias do
género Bacillus. O género Streptococcus ndo foi encontrado no grupo G3, fato que pode estar
relacionado a idade dos animais e ao seu historico de tratamentos uterinos. Bactérias do género
Bacillus foram as mais comuns. Na cultura fungica observou-se a presenca de Candida
albicans, Geotrichum sp., Rhodotorula sp. e Trichosporon sp. A colonizacdo fangica é mais
diversificada nas éguas dos grupos G2 e G3, com prevalecimento de Candida albicans,
Geotrichum sp., Rhodotorula sp. e Trichosporon sp. O grupo G1 apresentou colonizacéo
fangica por Candida albicans e Rhodotorula sp. Na avaliacdo citoldgicas do endométrio das
éguas observou-se que 90% dos animais do grupo G1 apresentaram citologia sem alteracdo
caracteristica. As alteracdes presentes em G2 e G3 podem estar associadas aos processos
inflamatdrios do endométrio, dado o aumento do nimero de células de resposta inflamatoria
(G2 =58,9% e G3 = 78,9%) 0 que pode apresentar correlacdo com a idade do animal e as
condi¢Bes do manejo reprodutivo. N&o foram observadas diferencas significativas quanto a
presenca de microrganismos nocivos entre G2 e G3, 0 que ndo ocorreu em comparacao a G1.
Esses resultados demonstraram que ocorre uma menor incidéncia de microrganismos nocivos
no endomeétrio uterino de éguas jovens e nuliparas quando comparada aos outros grupos etarios.

Palavras-chave: Endométrio equino. Fertilidade equina. Microbiota uterina equina.



ABSTRACT

CUPELLO, Federico dos Santos. Characterization of uterine microbiota and cytological
analysis of mares at different ages. 2023. 66p. Dissertation (Master's in Veterinary Medicine,
Pathology, and Clinical Science). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropedica, RJ, 2023.

The objective of this study was to qualitatively and comparatively characterize the
microorganisms found in the endometrium of mares of different ages. Intrauterine material was
collected from 46 healthy mares for cytological analysis, fungal, and bacterial culture. The
selected animals were allocated into three age groups: G1 (n = 10) - nulliparous mares aged
between 2 and 4 years; G2 (n = 17) - reproductive phase mares aged between 5 and 10 years; and
G3 (n = 19) - reproductive phase mares aged between 11 and 18 years. The mares underwent
ultrasonographic evaluation to monitor the estrous cycle, and when they presented a follicle with
a diameter > 35 mm and uterine edema grade 3 (on a scale of 1 to 5), intrauterine material was
collected. The samples were collected using a sterile swab and cytological brush with the aid of a
gynecological forceps. The collected material for fungal/bacterial isolation was placed in Stuart
medium at room temperature and sent to the laboratory at UFRRJ. Slides were stained with rapid
panoptic staining, and cytology aimed to identify the presence of neutrophils, macrophages, and
eosinophils, under optical microscopy at magnifications of 400 to 1000X. Statistical analysis was
performed using the Chi-square test with a significance level of 5%. Among the findings, bacterial
culture showed the presence of Bacillus spp, Enterococcus sp., Staphylococcus sp., and
Streptococcus sp. Animals in Group G1 did not have significant differences in the proportions of
bacterial genera found; animals in Group G2 had more individuals with Staphylococcus bacteria
than Groups G1 and G3; and animals in Group G3 had a higher incidence of Bacillus bacteria.
The genus Streptococcus was not found in Group G3, which may be related to the age of the
animals and their history of uterine treatments. Bacillus bacteria were the most common. Fungal
culture showed the presence of Candida albicans, Geotrichum sp., Rhodotorula sp., and
Trichosporon sp. Fungal colonization is more diverse in mares from Groups G2 and G3, with a
prevalence of Candida albicans, Geotrichum sp., Rhodotorula sp., and Trichosporon sp. Group
G1 showed fungal colonization by Candida albicans and Rhodotorula sp. Cytological evaluation
of the mares' endometrium showed that 90% of the animals in Group G1 presented cytology
without characteristic alteration. The alterations present in G2 and G3 may be associated with
endometrial inflammatory processes, given the increased number of inflammatory response cells
(G2 =58.9% and G3 = 78.9%), which may correlate with the age of the animal and reproductive
management conditions. No significant differences were observed regarding the presence of
harmful microorganisms between G2 and G3, which was not the case when compared to G1.
These results demonstrated that there is a lower incidence of harmful microorganisms in the
uterine endometrium of young and nulliparous mares compared to the other groups.

Keywords: Equine endometrium. Equine fertility. Equine uterine microbiota.
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1 INTRODUCAO

O mercado do cavalo, como parte atuante do agronegécio, € responsavel anualmente
por gerar milhares de empregos no Brasil e no mundo, tornando-se motivo de estudo para o
aprimoramento da producdo. Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de novas técnicas
reprodutivas possibilitou o melhor aproveitamento dos animais, tornando possivel acelerar o
aprimoramento das ragas através de seus cruzamentos. A ampla utilizacdo das biotécnicas
reprodutivas trouxe, ao longo dos anos, inUmeros beneficios aos criadores de equinos e, com
isso, possibilitou 0 melhoramento genético e o aumento da produtividade, tornando vidvel que
um animal com alto valor zootécnico fosse capaz de produzir inimeros produtos por ano.

Em relacdo a reproducdo equina, inimeras técnicas se tornaram difundidas tais como a

IA (inseminacdo artificial), a TE (transferéncia de embrides) e a manipulacdo do sémen. As
biotécnicas da reproducdo se tornaram uma importante ferramenta a servigo da equideocultura
mundial. Dadas as vantagens proporcionadas pela 1A, quando utilizada eficientemente, pode
ser considerada a biotécnica com maior impacto na producao equina, pois um reprodutor pode
deixar centenas de descendentes ao longo de sua vida reprodutiva. Neste cenério, o Brasil se
destaca na producao de embrifes com a utilizacdo dessas biotécnicas.

Alguns fatores podem impactar negativamente a reproducdo equina e trazer prejuizos
para 0 ramo. Estes fatores estdo diretamente relacionados aos indices de enfermidades em
éguas que podem levar a quadros de infertilidade, subfertilidade ou perdas embrionarias.
Dentre as inUmeras patologias que acometem o trato reprodutivo desses animais, a
endometrite é a principal delas. Trata-se da terceira doenca que mais acomete equideos no
mundo.

A identificacdo da origem deste quadro clinico é o elemento-chave para o
desenvolvimento de tratamentos eficazes. E a identificagdo dos agentes causadores que, na
maioria das vezes sdo fungos e/ou bactérias patogénicas, € o principal elemento para o
diagnostico da doenga. Desta forma, torna-se necessaria a busca por diagnésticos e
tratamentos para estas enfermidades comuns relacionadas ao trato reprodutivo das éguas.

Com base na literatura disponivel, é possivel encontrar estudos que atestam que éguas
que estejam em idade reprodutiva avangada, s&o mais susceptiveis a endometrite do que éguas
que nunca foram manipuladas ou que estejam no inicio da vida reprodutiva. Essas
manipulacdes referem-se aquelas relacionadas aos procedimentos realizados pelo médico

veterinario que faz uso de técnicas reprodutivas como IA e a TE. Estes procedimentos podem
11



tornar as éguas matrizes, doadoras e receptoras susceptiveis a contaminacdo do trato
reprodutivo.

A endometrite pode ser considerada uma condicéo particular em que ocorre uma falha
fisiolégica do mecanismo de limpeza e defesa do endométrio. Essa condi¢cdo pode afetar,
inclusive, as éguas que nunca foram manipuladas ou cobertas por garanh&o. Assim, o presente
estudo testou a hipotese de que existem diferencas nos tipos e nas densidades populacionais de
microrganismos encontrados no endomeétrio de éguas em comparacéo com as diferentes faixas
etarias. Portanto, este estudo teve como objetivo caracterizar quantitativa e qualitativamente

0s microrganismos encontrados no endomeétrio de éguas de diferentes faixas etarias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia do Trato Reprodutivo da Egua

A reproducdo equina é um campo multidisciplinar e estd associada, dentre outras areas
de conhecimento, a anatomia, a fisiologia reprodutiva e ao manejo reprodutivo desses animais.
A compreensdo das peculiaridades inerentes a esses animais é fundamental para o exercicio
profissional, sendo necessarios conhecimentos amplos e sélidos para as possibilidades de
eficiéncia e sucesso nesta area (GINTHER, 1992; BRINSKO et al., 2011).

Os conhecimentos acerca do funcionamento do aparelho reprodutor das éguas e suas
interacdes com outros sistemas, como o enddcrino e nervoso, sdo fundamentais para se
desenvolver, com possibilidades de éxito, um programa de reproducéo equina. O conhecimento
dessas interagdes, por parte dos médicos veterinarios, tratadores e proprietarios, permite a
tomada de decisfes mais assertivas e o desenvolvimento de estratégias de manejo nutricional e
reprodutivo, por exemplo, que sejam mais adequados as condi¢cdes dos animais e possam
garantir maiores taxas de sucesso na reproducdo, associados ao bem-estar e salide dos animais
(BRINSKO et al., 2011), (Figura 1).

Artéria ovariana

Artéria vaginal
Mesavério
Rim -
Artéria vierina
Bolsa ovariana Reto
Qvario )
Mesometrio :{(xf:ll: :
Comos do (tero ~0l0.do (kero
Vestibulo da vagina
Uretra
Corpo do Utero
- Cliténs

Vesicula urindria

Ligamento vesical
mediano

Figura 1. Org&os genitais femininos de uma égua (representacao esquematica).
Fonte: Konig; Liebich, 2021.
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Fazem parte do aparelho reprodutor equino, as seguintes estruturas (MCKINNON;
VOSS, 1995; BRINSKO et al., 2011):

e Vulva — corresponde a parte externa do canal e € constituida por labios, clitoris e
vestibulo. A constituicdo desta regido € de elevada importancia para a satde do trato reprodutivo
do animal porque o protege de possiveis entradas de ar e da contaminacdo por agentes
infecciosos.

e \agina — tubo muscular, revestido por mucosa, que realiza a conexdo entre o vestibulo
da vulva e o colo do utero. As caracteristicas dos tecidos que formam a vagina apresentam
caracteristicas elasticas e distensiveis que estdo associadas & acomodacao do pénis durante a
copula e a saida do potro durante o parto.

e Cérvix — trata-se da porcéo inferior do Utero conectada a porc¢éo final da vagina. Possui
como funcdes facilitar o transporte de espermatozoides para o interior do Utero e atuar como
barreira fisica para a ascensao de agentes patogénicos que possam causar infeccbes que afetem
a saude do animal, a gestacdo ou a satde do feto.

e Utero — 6rgdo muscular constituido por endométrio, mesométrio e miométrio. Possui
inimeras funcgdes, por exemplo: meio de passagem de espermatozoides, atividade enddcrina,
fixacdo e desenvolvimento do embrido, manutencdo da gestacdo e contracdes durante o parto.

e Ovarios — oOrgdos bilaterais com formato semelhante a rins. Responsaveis pela
producdo de odcitos e pela producdo de hormdnios sexuais (estrogénio e progesterona).

e Ovidutos — 6rgdos bilaterais que realizam a captacdo do odcito, por meio do terco final
do oviduto (infundibulo), que sera direcionado para a ampola por meio da movimentacdo das
fimbrias. Na ampola ocorreréa a fertilizacdo do 6vulo, caso haja espermatozoides viaveis, e sera
0 local do desenvolvimento inicial do embrido (MCKINNON; VOSS, 1995; BRINSKO et al.,
2011).

Uma das questdes que merecem atencdo € a influéncia de alteracdes na conformacéo da
vulva quanto a predisposi¢do a infecgdo uterina, Nos animais que possuem uma conformacéo
vulvar adequada, o Utero é protegido por meio da vulva, do vestibulo, da vagina e da cérvix.
Qualquer irregularidade em uma dessas estruturas pode ser considerada um fator de
predisposicdo para infec¢fes uterinas nas éguas. As alteracdes na conformacao vulvar das eguas
pode aumentar sua suscetibilidade a infecc¢des uterinas (MAIA et al., 2019; MOREL, 2020).

Mudangas na conformacdo da vulva podem aumentar a suscetibilidade da egua a

infeccdes uterinas. Existe uma estreita relacdo entre uma conformacao vulvar adequada, exames
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citologicos negativos em éguas e, a capacidade dessas éguas conceberem (MAIA et al., 2019;
MOREL, 2020).

Como um exemplo, a falta de coaptacdo completa dos labios vulvares torna a égua
suscetivel a infeccdes uterinas subclinicas. A presenca de pneumovagina € uma causa
significativa de problemas reprodutivos em éguas (CASLICK, 1937). Apos a ovulagdo, a cérvix
se fecha, e o sistema linfatico assume a principal responsabilidade pela drenagem do processo
inflamatdrio uterino. O hormonio estrogénio desempenha uma funcdo importante na limpeza
fisica do Utero, promovendo a abertura da cérvix e facilitando a eliminacédo de fluidos do Utero
(MATTOS et al., 2021).

Hember et al. (2005) investigaram as relacdes entre o estado vulvar (ndo operado por
Caslick, grupo A, anteriormente operado por Caslick e/ou ndo ressuturado apds o Gltimo parto,
grupos B e C, respectivamente) e a citologia endometrial, taxa de concepc¢éo e taxa de potros
vivos, levando em consideracédo diferentes faixas etarias e categorias de éguas puro-sangue. Os
resultados dessa pesquisa revelaram que as éguas pertencentes ao grupo de status vulvar A
apresentaram a maior taxa de concepcao e taxa de potros vivos, enquanto as menores taxas
foram observadas em éguas com status vulvar do grupo C. Uma analise multifatorial
demonstrou que o estado vulvar no momento da chegada teve um efeito significativo sobre a
taxa de prenhez e a taxa de potros vivos, mas ndo na perda fetal. Essa pratica contribui para
melhorar a taxa de concepcdo das éguas minimizando o crescimento de microrganismos,
prevenindo a ocorréncia de endometrite e garantindo que elas levem a gestacdo a termo com
sucesso (HEMBER et al., 2005).

2.2 Fisiologia Reprodutiva de Eguas

Segundo Ginther (1992), Romano et al. (1998) e Fawcett et al. (2021), a partir de suas
caracteristicas fisiologicas reprodutivas, as éguas podem ser classificadas como animais
poliéstricos estacionais de dia longos. Estes animais apresentam ciclos reprodutivos que se
dividem em duas fases:

Fase folicular — primeira fase do ciclo estral, com duragéo entre 7 e 10 dias, na qual
ocorre o desenvolvimento dos foliculos ovarianos e a selecdo do foliculo dominante, que
crescerd até sua maturacdo, atingindo a fase pré-ovulatdria. Estes foliculos serdo responsaveis
pela producéo de estrogénio e pela preparacdo do Utero para a recepcao do embrido. Nesta fase,
a hipofise produz hormdnios gonadotroficos, com destaque para o hormonio foliculo-

estimulante (FSH) que atuam sobre os foliculos antrais e os estimulam a crescer e a produzir
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estradiol. Este, por sua vez, tem atuagdo relevante no ciclo estral por promover inimeras
alteracOes fisiologicas e comportamentais no animal, tais como os sinais que caracterizam o cio
expressam a receptividade da égua ao garanhdo e sinalizam que a ovulacdo ocorrera entre 24h
e 48h apds seu inicio. O pico na producdo do hormonio luteinizante (LH) marca o final dessa
fase, culminando com a ovulagdo do foliculo dominante; e

Fase luteinica — fase em que ocorre a formacdo do corpo ldteo, responsavel pela
producdo de progesterona que mantém o utero em condi¢cdes para o desenvolvimento da
gestacdo. Estas fases estdo sobre influéncia direta da duracdo do fotoperiodo (nimero de horas
de luz durante o dia). A entrada no ciclo reprodutivo ocorre entre primavera e verdo onde
ocorrem os dias mais longos (GINTHER, 1992; ROMANO et al., 1998; FAWCETT et al.,
2021). O aumento da luminosidade durante as estacdes de primavera e verdo, tanto em
ambiente natural quanto sob estimulo artificial, com periodos de exposicao de 15 a 16 horas de
duracéo, estimula receptores nervosos presentes na retina do animal, que enviam sinais para o
hipotalamo. Esses sinais deflagram a producdo de horménios reprodutivos e, também, a
diminuicdo da producdo de melatonina. Com a diminui¢cdo na producdo deste hormonio e,
consequentemente, sua menor concentracdo na circulacdo, ocorre a ativacdo do eixo pineal-
hipotalamico-hipofisario-gonadal do animal (MAIA et al., 2019; BARBA et al., 2020), (Figura
2).
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Figura 2: Esquema do eixo hipotalamico hipofisario gonadal.
Fonte: Karsch et al., 1988.
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Neste eixo, o hipotdlamo inicia a producdo do horménio liberador de gonadotrofina
(GnRH). Este horménio tera acdo sobre a hipofise e a estimulara a produzir os horménios FSH
e LH. Desta forma, o GnRH € responsavel pela regulacdo das atividades dos ovarios. Os
receptores hormonais presentes nos ovarios responderdo aos estimulos promovidos pelo FSH e
LH, que realizara o recrutamento, selecdo e dominancia do foliculo (Figura 3) (MCKINNON;
VOSS, 1995; MAIA et al., 2019; BARBA et al., 2020).

Segundo Mckinnon e Voss (1995), Romano et al. (1998), Maia et al. (2019) e Barba et
al. (2020), o ciclo estral refere-se ao periodo entre dois estros consecutivos, em que a fémea
sofre mudancas enddcrinas que afetam sua fisiologia e comportamento e possui diferentes fases

(Figura 3) denominadas anestro, estro e diestro.

Ovulagao Ovulagao
Progesterona
LH
Estradiol
A s s L s
IDias 4 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 2
Estro Diestro Estro

Figura 3. Um resumo simplificado das principais alteragcdes da concentragdo hormonal no
plasma durante o ciclo estral de égua nédo prenhe. LH — Hormonio luteinizante; FSH —
Hormonio foliculo estimulnate; PGF2 o - Prostaglandina F2a..

Fonte: MOREL, 2003 (adaptado).

As caracteristicas dessas fases sdo: i) anestro: estacdo ndo reprodutiva que ocorre
durante o outono e inverno. Neste periodo, os ovarios desses animais ndo desenvolvem
nenhuma de suas estruturas para a formacao do embrido, ocorre a produgdo muito reduzida de
hormdnios ovarianos e esses ndo respondem aos estimulos decorrentes da presenca do garanhéo
(MCKINNON; VOSS, 1995; ROMANO et al., 1998; MAIA et al., 2019; BARBA et al., 2020);
i) diestro: com duragdo aproximada de 14 a 16 dias, caracteriza-se por ser a fase pos-ovulatoria
do ciclo estral onde o foliculo ovariano se transforma em corpo luteo, apos a liberagédo do 6vulo,

que produz o hormonio progesterona. Este hormdnio mantém o Utero em condi¢cdes para o
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desenvolvimento de uma gestacdo e atua inibindo novas ovulagfes (feedback negativo no
hipotalamo). Nesta fase, a égua apresenta comportamento menos receptivo ao macho
(MCKINNON; VOSS, 1995; ROMANO et al., 1998; MAIA et al., 2019; BARBA et al., 2020);
iii) estro: estacdo reprodutiva, ocorre entre a primavera e o verdo. Neste periodo os dias séo
mais longos e isso estimula 0 aumento das secre¢des hormonais dos ovarios. A producdo destes
horménios altera a fisiologia e 0 comportamento desses animais que comegam a realizar uma
série de ciclos estrais até que haja a prenhez. Com duracéo aproximada de sete dias, essa fase é
considerada a mais curta do ciclo estral. Nela o foliculo ovariano alcanga seu maximo tamanho
e ocorre a liberagdo do odcito. A égua se apresenta receptiva ao macho, apresentando
comportamentos como a postura de copula, o aumento na frequéncia da miccao, o aumento da
secrecdo vaginal e a dilatacdo do colo do utero (MCKINNON; VOSS, 1995; ROMANO et al.,
1998; MAIA et al., 2019; BARBA et al., 2020).

O endométrio das éguas secretard prostaglandina (PGf2alfa) em trés situacGes: nao
havendo fecundacéo, ndo havendo cobertura ou quando h& morte embrionéria precoce (anterior
ao 12° e 14° dia de gestacdo). Nesta condicdo, a PGF2alfa, por via sistémica, afeta o corpo lGteo,
induzindo-o a destruicdo e a consequente queda nos niveis de progesterona. Este fenémeno é
conhecido como lutedlise. A estacionalidade das éguas € um fenémeno multifatorial e por isso
é de grande complexidade. Desta forma, ¢ influenciado por diversos fatores como: a luz do dia,
as variagOes de temperatura, 0 manejo nutricional, o comportamento social do animal e fatores
genéticos que, associados, desencadeiam o ciclo estral (SEBASTIAN et al., 2008; LIMA et al.,
2017), (Figura 4).
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Figura 4. Ovario de uma égua (representacdo esquematica)
Fonte: Konig; Liebich, 2021.

A puberdade é o inicio da idade reprodutiva do animal e ocorre entre 12 e 24 meses de
idade, podendo variar com a época do ano. Ela é influenciada por fatores ambientais, genéticos,
escore corporal, raca, manejo nutricional e pela influéncia de outras éguas em periodo de estro
ou de garanhdes (o que reflete o ambiente social ao qual o animal pertence) (SEBASTIAN et
al., 2008; MAIA et al., 2019).

2.3 A Microbiota Uterina de Eguas

A saude reprodutiva dos equinos é um fator crucial para a produtividade. InUmeras
variaveis podem influenciar esse estado, dentre elas destacam-se a composic¢do da microbiota
uterina de éguas e a relacé@o entre a menor prevaléncia de infec¢des uterinas e uma maior taxa
de concepcio (BARBA et al., 2020). E fundamental para a compreensdo das taxas reprodutivas
saber como essa microbiota pode ser influenciada por fatores como idade, raca, dieta, condi¢oes
de manejo reprodutivo e estagdo do ano, e como isso pode levar ao desenvolvimento de
infeccdes e inflamagdes (MCKINNON; VOSS, 1995; LEBLANC; CAUSEY, 2009).

Existem diferencas significativas na composic&o da microbiota uterina equina. Eguas
Puro Sangue Inglés apresentaram maior diversidade na composi¢cdo da microbiota em

comparagdo com as éguas arabes. As eguas Puro Sangue Inglés apresentaram uma proporgao
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maior de bactérias benéficas, como Lactobacillus spp. Em contrapartida, as éguas Arabes
apresentaram uma maior propor¢do de bactérias potencialmente patogénicas, como
Streptococcus spp, por exemplo. Esses dados, embora tenham sido obtidos com um numero
limitado de animais, podem indicar influéncia na composicdo da microbiota e resultam em
implicacOes na saude reprodutiva desses animais (AEKNATH VIRENDRA et al., 2022).

Uma anélise da microbiota uterina de éguas agrupadas em saudaveis, subférteis e
inférteis em diferentes estagios do ciclo reprodutivo, apresentou como resultado a diversidade
da microbiota uterina e sua varia¢do de acordo com o estado reprodutivo e a fertilidade. As
éguas subférteis e inférteis possuiam uma maior diversidade na composicdo da microbiota
uterina. As éguas inférteis possuiam um aumento da prevaléncia de bactérias patogénicas, em
comparagdo com os resultados obtidos nas amostras coletadas de éguas saudaveis e subférteis.
A avaliacdo da microbiota uterina em diferentes estagios reprodutivos pode ser Gtil para o
diagnostico e tratamento de problemas de fertilidade em éguas (BARBA et al., 2020).

A composicao da microbiota uterina de éguas pode conter bactérias, fungos e virus, por
exemplo. O equilibrio dessa microbiota € um importante aspecto da satde reprodutiva da égua.
A microbiota equilibrada é fundamental para garantir a fertilidade e a gestacdo bem-sucedida
das éguas, ao passo que estados de desequilibrio podem levar a infec¢bes uterinas que
comprometem a salde do animal e resultar em uma redugdo na fertilidade e no sucesso
reprodutivo (GUAY, 1980; GINTHER, 1992; BARBA et al., 2020).

Vaérios estudos tém investigado a composi¢do da microbiota uterina de éguas saudaveis.
Em geral, a microbiota uterina € composta por uma diversidade de bactérias, incluindo
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria. No entanto, a composicao exata da
microbiota pode variar de acordo com vérios fatores, incluindo a idade, a raca, a dieta e 0 estado
hormonal das éguas (THOMSON et al, 2022; AEKNATH VIRENDRA et al, 2022). A
microbiota uterina de éguas saudaveis é composta principalmente por bactérias benéficas, como
Lactobacillus spp., e em menor quantidade por bacterias patogénicas, como Streptococcus spp.
e Escherichia coli (AULT-SEAY et al., 2023).

A microbiota uterina de éguas saudaveis é composta principalmente por bactérias acido-
laticas (BALS) e bactérias anaerdbicas facultativas, como Streptococcus spp., Enterococcus
spp. e Escherichia coli, sendo as de maior prevaléncia Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Outras bactérias encontradas com
frequéncia incluem Staphylococcus spp. e Bacillus spp. Além disso, a presenca de fungos, como
Candida spp., e virus, como o Herpesvirus equino tipo 1 (EHV-1), também foi observada em
algumas éguas (BARBA et al., 2020; HOLYOAK et al., 2022).

20



A microbiota uterina de éguas saudaveis possui como bactérias predominantes as BALs
(WOODWARD; TROEDSSON, 2012), representando mais de 80% das espécies bacterianas
presentes nas amostras analisadas (SEBASTIAN et al., 2008). Além disso, 0 estudo mostrou
que a diversidade da microbiota uterina das eguas saudaveis era baixa, com pouca variedade de
espécies bacterianas (LIMA et al., 2017; HOLYOAK et al., 2022).

A microbiota uterina pode ser influenciada por véarios fatores, incluindo a administracao
de antibioticos e outros tratamentos medicamentosos. O tratamento com antibidticos para
eliminar bactérias patogénicas da microbiota uterina pode ser efetivo para melhorar a
fertilidade. No entanto, o uso indiscriminado de antibi6ticos pode levar a uma disbiose da
microbiota, tornando o problema ainda mais grave (THOMSON et al., 2022).

A ecologia do trato reprodutivo de éguas desempenha um papel fundamental e sua
compreensdo é um tema de grande interesse para a salde reprodutiva animal. A presenca de
Lactobacillus spp. na microbiota uterina tem sido associada a um equilibrio microbiolédgico
saudavel, a uma menor incidéncia de endometrite e pode desempenhar um papel importante na
salde reprodutiva, agindo como mecanismo de protecdo contra patdgenos. A presenca dessas
bactérias na microbiota uterina tem sido associada a um Potencial Hidrogenionico (pH) acido
que constitui um ambiente hostil para microrganismos patogénicos, como Streptococcus spp. e
Escherichia coli, que foram associadas a um maior risco de infec¢bes uterinas em éguas
(CHAVES, 2011).

A compreensdo da composi¢do da microbiota uterina de éguas saudaveis, de acordo com
a idade, os estagios do ciclo reprodutivo e a condi¢do reprodutiva, pode contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de prevencao e tratamento de infecgdes uterinas, como 0 uso de
probidticos e prebidticos, que visam restaurar o equilibrio da microbiota e prevenir o
crescimento de patogenos (CANISSO et al., 2020; AULT-SEAY et al., 2023; CARNEIRO,
2023).

2.4 Principais Causas de Perda Gestacional em Eguas

Na equinocultura, as perdas gestacionais sdo um problema muito comum e
representam prejuizos significativos para produtores e médicos veterinarios que muitas vezes
cobram os servicos prestados levando em consideracdo a gestacdo confirmada. Suas
implicacdes dizem respeito aos investimentos financeiros e de tempo no manejo reprodutivo
dos animais que envolvem custos com repeticdo de cobertura ou inseminacdo e redugéo do

numero de produtos por estacdo reprodutiva (SENA et al., 2016).
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No ambito da reproducdo equina, dois conceitos sdo importantes: infertilidade e
subfertilidade. A infertilidade é entendida como a inaptiddo de uma égua em emprenhar ,
mesmo apds inumeras tentativas durante a temporada reprodutiva. A subfertilidade diz respeito
a capacidade limitada ou reduzida da égua em conceber e/ou manter uma gestacdo até seu
término. Esta condi¢cdo do animal pode ter relagbes com deficiéncia nutricional, doencas
metabdlicas, estresse ou idade avangada, por exemplo. As duas situacBes podem estar
associadas a diversos fatores como: fatores genéticos, problemas de manejo reprodutivo,
nutricionais ou aqueles relacionados ao ambiente, a inseminacdo ou coberturas mal sucedidas
ou as doencas reprodutivas (JACOB et al., 2002; MOREL, 2020).

Desta forma, os conhecimentos sobre manejo reprodutivo e nutricional, a
identificacdo, o diagndstico e o tratamento de doencas do trato reprodutivo de equinos, assim
como a aplicacdo correta de técnicas reprodutivas avancadas para melhorar a fertilidade dos
animais, sdo fundamentais para a profilaxia ou solugdo do problema no estéagio inicial. Nos
quadros de infertilidade e subfertilidade transitorias, as mesmas podem ser provocadas por
alteracbes cromossdmicas maternas; alteracdes no local de implantacdo da vesicula
embrionaria; cistos ovarianos e no Utero; deficiéncia de progesterona; endometrite; estresse;
falha no reconhecimento materno da gestacdo; fibrose periglandular; gestacdo gemelar;
leptospirose; nutricdo inadequada; placentite e problemas durante a lactacdo (VARELA
BETTENCOURT et al., 2018).

Dentre as doencas do trato reprodutivo de éguas, a endometrite se destaca como a
principal e maior causadora de infertilidade e subfertilidade em equinos. Essa infeccdo
apresenta impactos diretos nas taxas de prenhez, pois compromete a concepc¢do. Nesse contexto,
destaca-se um estudo realizado em 2020 que relatou a prevaléncia de 30,5% de animais com
endometrite em um universo de 215 éguas. Este estudo ainda aponta que a endometrite cronica,
causada por agentes etioldgicos bacterianos, € a mais comum no cenario nacional
(SCHONIGER; SCHOON, 2020).

2.5 Endometrite em Eguas

A endometrite é a inflamacdo aguda ou cronica do tecido que reveste a cavidade uterina
(endométrio). Esta infeccdo apresenta impactos diretos nas taxas de prenhez por comprometer
a concepgédo, ocasionar perdas de embrides, gerar abortamentos, ocasionar placentites,
promover o0 nascimento de potros com septcemia, promover o desenvolvimento de metrite,

atrasos na concepc¢do pos-parto (LEBLANC; CAUSEY, 2009) e, ainda, pode favorecer a
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entrada de determinados patogenos (LEBLANC; CAUSEY, 2009; FERRIS et al., 2015). Os
estudos sobre endometrite em equinos buscam elucidar os mecanismos fisiopatologicos
relacionados ao baixo desempenho reprodutivo desses animais, uma vez que o quadro
infeccioso pode levar a morte embrionaria apds a regressdo antecipada do corpo ldteo - lutedlise
(SA et al., 2020).

A endometrite esta associada a falta de aptiddo uterina para promover a remocao de
bactérias, fungos, sémen e exsudato derivado de processos infecciosos do trato reprodutor e
pode ter relacdo com inUmeros fatores, tais como alteracdes fisiologicas e/ou anatdmicas. Estes
fatores podem incluir inflamages de carater cronico, cicatrizes no Utero relacionadas a traumas
anteriores, desequilibrios enddcrinos entre outras condi¢cdes que possam afetar as fungdes e
atividades do utero (RIDDLE et al., 2007; LEBLANC; CAUSEY, 2009).

Os processos de limpeza uterina sdo mecanismos naturais realizados pelas éguas por
meio de contragdes musculares do Utero. Estas contragdes ocorrem de forma ciclica, durante o
ciclo estral, e sdo capazes de realizar a expulsdo de fluidos intrauterinos que possam estar
possibilitando a proliferacdo de alguns patdgenos no trato reprodutivo do animal (fungos,
bactérias, fluidos, por exemplo), protegendo o Utero contra infecgdes. Mas podem ter sua
atividade e funcdo comprometidas em quadros de doencas que afetem o Gtero ou outras regides
do trato reprodutivo do animal (EVANS et al., 1987; WATSON, 1988; TROEDSSON et al.,
1993; LEBLANC et al., 1994; TROEDSSON, 1997).

Outra estratégia de protecdo estd ligada a ocorréncia do biofilme podendo promover
dificuldades significativas para a eliminacdo de infeccBes crénicas, pois bloqueia o acesso dos
anticorpos as bactérias situadas no interior do biofilme. (BROWN et al., 1988; ANWAR et al.,
1992; STEWART; COSTERTON 2001; BORRIELLO et al. 2004; JEFFERSON et al., 2005;
SHAH et al. 2006). Os biofilmes também desempenham a funcéo de proteger as bactérias dos
efeitos dos antibioticos, estabelecendo uma barreira de difusdo que reduz a quantidade de
agentes antibidticos que conseguem alcancgar as col6nias bacterianas protegidas. Existe o
prevalecimento do estado de biofilme que corresponde a cerca de 99% da biomassa de bactérias
em escala mundial, pois pode abrigar mdltiplas espécies de bactérias, pode permitir o
compartilhamento de material genético entre elas e o desempenho de nichos distintos dentro do
proprio biofilme.

A formacao do biofilme ocorre, em um primeiro momento, com a migracao e a adesao
das bactérias a uma superficie que pode ocorrer por movimentacdo realizada por flagelos,
movimento de fatores do ambiente ou do hospedeiro. Em determinadas condi¢fes sdo ativados

0s genes produtores de polissacarideos que irdo constituir uma matriz de exopolissacarideo que
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se tornard a estrutura de ancoragem para o desenvolvimento da comunidade de biofilme. No
contexto equino, os biofilmes desempenham um papel crucial nas infecc¢des cronicas, incluindo
aquelas que afetam o Utero e que demonstram resisténcia aos tratamentos antimicrobianos que
podem estar associados a formacéo de biofilmes (FERRIS, 2017).

A endometrite € uma condicdo prevalente em éguas, representando de 25% a 60% dos
casos relacionados a doengas do trato reprodutivo. No entanto, € comum ocorrer subdiagnoéstico
dessa condicdo (LEBLANC; CAUSEY, 2009). O subdiagndstico refere-se a situacdo em que a
endometrite ndo é diagnosticada corretamente ou ndo é identificada em uma égua, resultando
em uma falha ou atraso no diagndstico. Isso significa que o animal pode estar sob essa condicéo,
mas ndo ter recebido diagnodstico adequado ou nem mesmo ter sido diagnosticado. Isto
representa implicacdes diretas nas questdes econdmicas relacionadas a criacdo e a
comercializacdo desses animais (LISBOA, 2021). Trata-se de um tema de pesquisa amplamente
explorado em Medicina Veterinaria nas Gltimas décadas por se tratar de uma das principais
causas associadas a quadros de subfertilidade em éguas (LEBLANC, 2010).

Dentre a diversidade dos quadros de endometrite em equinos, destacam-se a endometrite
persistente pos-cobertura, a endometrite por doencas sexualmente transmissiveis, a endometrite
cronica e a endometrite cronica degenerativa ou endometriose (CANISSO et al, 2020; LISBOA,
2021). Esta doenca pode ser classificada em duas fases: fase aguda e fase cronica (HUGES;
LOY, 1969).

Avulva, o complexo vestibulo-vaginal e a cérvix sdo estruturas anatdmicas que realizam
a protecdo do Utero e atuam como barreira fisica para a entrada de agentes patogénicos. A fossa
do clitoris e a vagina atuam como reservatério de bactérias tendo a funcdo de impedir a
colonizacdo por agentes patogénicos como fungos e bactérias. Se estas estruturas forem
comprometidas, as éguas tornam-se predispostas a desenvolverem endometrite cronica
(LEBLANC; CAUSEY, 2009). Esta predisposicdo pode ser influenciada por diversos fatores,
tais como: o longo periodo de cio; as condicGes da cérvix; a copula; a inseminacao artificial; a
conformacdo perineal do animal e suas relagbes com as barreiras protetoras estabelecidas entre
0 meio externo e o ambiente intrauterino; a idade do animal (sendo que animais mais velhos
apresentam maior predisposicdo para o desenvolvimento de infecgdes intrauterinas); a
disposicdo anatbmica do Utero e da borda pélvica que se relaciona com a capacidade e/ou
obstaculo para a eliminacdo de material contaminante do ambiente intrauterino; o numero
elevado de partos (que pode se associar a uma resposta imune alterada); o desenvolvimento de
fibrose do endométrio e/ou da cérvix; deficiéncia na atividade contratil do miométrio e a
excessiva manipulacdo do animal para fins reprodutivos (WOODWARD; TROEDSSON,

24



2013; MATTOS et al., 2021).

Em relagdo a origem etioldgica, na maioria das vezes, esta doenca apresenta origem
bacteriana, sendo as bactérias Streptococcus spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
e Klebsiella pneumoniae as mais identificadas nas culturas microbioldgicas (STEWART et al.,
2018). Todavia, os fungos leveduriformes e filamentosos, séo potencialmente patogénicos para
0 endométrio das éguas (LEBLANC, 2010).

Esta doenca pode ser multifatorial e ter sua origem em agentes infecciosos como virus,
fungos e bactérias, ser uma resposta assosciada a fisiologia do animal devido a uma IA,
cobertura ou como resultado da lavagem intrauterina ou recuperagdo embrionaria em
decorréncia da aplicacéo de fluido ( WOODWARD; TROEDSSON, 2013). O reconhecimento
da etiologia deste quadro clinico é de fundamental importancia para o diagndéstico e tratamento
da doenca e a possibilidade de garantia do sucesso reprodutivo destes animais (BARBA et al.,
2020).

Dentre os aspectos relacionados aos quadros de endometrite, os animais podem ser
classificados da seguinte forma: éguas susceptiveis ou resistentes. Esta classificacdo se
relaciona a atividade celular e humoral das éguas, associada a capacidade fagocitaria dos
neutrdfilos no 6rgéo; e a existéncias de mecanismos de defesa fisica (KENNEY; DOIG, 1986;
FERRIS et al., 2015; FACTOR et al., 2019).

Considerando que existe uma diversidade de origens para a doenga, seu diagnostico é
de extrema importancia para o sucesso reprodutivo e para o bem-estar desses animais (FERRIS
et al., 2015; FACTOR et al., 2019). A observacdo de aspectos clinicos como a eliminacao de
secrecOes pela comissura ventral vulvar, o aumento do volume vulvar, o retorno ao cio e a perda
embrionaria sdo informacBes que devem ser consideradas para o diagnostico da doenca
(LISBOA, 2021).

Outros aspectos devem ser considerados no diagnostico de endometrite: a avaliagcdo do
historico do animal — que pode oferecer informacgdes sobre a relacdo entre 0 nimero de
temporadas em que a égua esteve vazia e sua idade; a inspecdo — que visa observar a regido
perineal e a ocorréncia de pneumovagina; a palpacao retal — que, em associagdo com outros
métodos de avaliacdo, pode oferecer informacdes sobre a ocorréncia de liquido intraluminal ou
cistos intrauterinos; a ultrassonografia — que permite a observacao de alteragdes intrauterinas
que ndo podem ser percebidas pela palpagéo retal, tais como a presenca de ar, de liquidos, de
cistos ou neoplasias intrauterinas; a vaginoscopia — que auxilia na identificacdo de alteracoes
patoldgicas ou anatbmicas e estagios do ciclo estral; o exame citoldgico e a bidpsia — que sao

exames que podem complementar ou confirmar o diagnéstico de doencas intrauterinas pelo
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exame da composicdo de fluidos e estruturas uterinas (FERRIS et al., 2015; FACTOR et al.,
2019; AVILA, 2020).

O diagnostico da endometrite equina pode ser realizado pela analise de dados como a
cultura fangica e bacteriana; exame citoldgico do Utero, exame da mucosa vaginal visando a
observacao da ocorréncia ou ndo do exsudato; exames de imagem (como ultrassonografia trans-
retal para avaliagdo das caracteristicas do trato reprodutivo); inspecdo e observacdo da
ocorréncia de secrecdes na regido perineal; o historico do animal (por meio de informacdes
como idade e numero de crias, séo relatados na anamnese); e palpacgéo transretal (visando a
avaliacdo do ténus uterino e atividade dos ovarios). Estes sdo alguns exemplos de avaliacdes
que de forma combinada podem aumentar a precisdo do diagndstico e, consequentemente,
conduzir a melhora no tratamento, a saude e ao bem-estar do animal e as chances de sucesso
reprodutivo (CARNEIRO 2023).

Alguns casos sao de dificil diagnostico por se tratarem de infeccdes de carater cronico
ou por serem assintomaticos (LEBLANC; CAUSEY, 2009). Desta forma, h& necessidade da
realizacdo de exames complementares no diagnostico de endometrite para confirmacéo ou
descarte do diagnostico clinico. Os exames complementares podem ser o exame
ultrassonografico, a bidpsia endometrial, a cultura bacteriana e fangica com o antibiograma e
antifungigrama e o exame citoldgico do endométrio (AULT-SEAY et al., 2023). A eficiéncia
na obtencdo das amostras esta diretamente relacionada as confiabilidades dos resultados obtidos

pelas andlises e testes realizados nos laboratérios (RIDDLE et al., 2007).

2.6 Citologia Endometrial

Avaliar a citologia endometrial de éguas requer a coleta e interpretacdo das células que
revestem o Utero e seu limen (MCKINNON; VOSS, 1995). O exame é comumente realizado
em éguas destinadas a reproducdo como parte da rotina de diagnostico da endometrite,
juntamente com a cultura uterina (LEBLANC; CAUSEY, 2009). Isso ocorre porque o0 exame é
uma maneira rapida e eficaz de diagnosticar a inflamag&o do endomeétrio, fornecendo resultados
logo apos a coleta da amostra e por se tratar de uma opgéo relativamente acessivel e simples de
realizar (VARELA BETTENCOURT et al., 2018).

Em muitos casos, é possivel diagnosticar a endometrite por meio de resultados de
citologia, permitindo o inicio da terapia adequada antes mesmo da obtencdo do resultado
completo do exame ginecologico (FERRIS, 2016). A principal desvantagem do exame

citologico estd em ndo fornecer informacgdes suficientes sobre a etiologia do processo
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inflamatério (VARELA BETTENCOURT et al., 2018).

Recomenda-se fazer o esfregaco imediatamente apds a coleta da amostra,
independentemente do método utilizado. Para preservar a arquitetura celular, as laminas
contendo os esfregacos devem ser deixadas secar ao ar ou, se a coloracéo for realizada apos 12
horas da coleta das amostras, é recomendado o uso de um fixador. A secagem ao ar das laminas
apresenta menor perda de células em comparagdo a outros metodos, porém o detalhe celular
pode ser comprometido. Quando as amostras contém muco em excesso, a identificacdo das
células pode se tornar dificil e nesses casos, 0 uso de um fixador é aconselhado, pois preserva
o0 detalhe celular. Uma alternativa é utilizar a coloracdo de Romanowsky (LEBLANC, 2011;
FERRIS, 2016).

De acordo com Ferris (2016), a avaliacdo das laminas deve ser realizada de maneira
sistematica e minuciosa, comec¢ando pela ampliacdo baixa para determinar se ha celularidade
suficiente para uma interpretacdo precisa. Se a amostra for considerada de boa qualidade, a
lamina € entdo examinada em ampliagdes de 400 e 1000 vezes em 6leo de imersdo, em multiplos
campos, para identificar a presenca de células epiteliais uterinas, globulos brancos, detritos,
glébulos vermelhos, bactérias, leveduras, organismos fangicos e espermatozoides. As amostras
com escassa celularidade, incapazes de fornecer um diagndstico preciso, ndo devem ser
submetidas a analise. E importante salientar que a presenca de eritrocitos e leucocitos
polimorfonucleares no esfregaco pode dificultar a interpretacdo dos resultados, em especial em
casos em que tal condicdo seja decorrente do uso vigoroso de dispositivos de coleta endouterina
(WALTER etal., 2012).

A avaliacdo da inflamacéo em esfregacos citoldgicos é baseada predominantemente em
dois métodos distintos. Sdo eles: (1) a contagem de leucdcitos polimorfonucleares (PMNSs) por
microscopia 6ptica e (2) a determinacdo da porcentagem de PMNs em relacdo as células
endometriais. Embora o neutréfilo seja o PMN mais comumente encontrado e utilizado para
tais fins, em alguns casos, os eosinofilos também podem ser identificados. E relevante destacar
que a escolha do método utilizado para a avaliacdo pode acarretar em um impacto significativo
nos resultados obtidos, independentemente da forma de coleta da amostra (VARELA
BETTENCOURT et al., 2018). Todavia, é pertinente ressaltar que, até 0 momento, ndo se
estabeleceu consenso acerca dos critérios de leitura para a interpretacdo dos resultados obtidos
por meio dos métodos mencionados, fato que tem dificultado a delimitacdo de um padrdo
metodoldgico que possa ser adotado de maneira ampla e sisteméatica (CARD, 2005; COCCHIA
etal., 2012; VARELA BETTENCOURT et al., 2018).

Foi estabelecido por Riddle et al. (2007) que, para aferir a intensidade da inflamacao no
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endométrio, seria necessario selecionar aleatoriamente dez campos de alta poténcia (com
aumento de 400 vezes) de cada esfregaco, cujos polimorfonucleares neutrofilicos (PMNS)
seriam contabilizados e, em seguida, seria aferido o valor médio. Desse modo, a gravidade da
inflamacédo seria categorizada em trés niveis distintos: ausente (0-2 PMNs), moderada (2-5
PMNSs) ou grave (acima de 5 PMNS).

Leblanc (2011) e Cocchia et al. (2012) adotam a classificagéo proposta por Riddle et al.
(2007), contudo, outros pesquisadores se valem de diferentes modalidades de avaliacdo da
gravidade da inflamagdo endometrial. Factor et al. (2019) estabelecem a classificagdo como
leve para os graus 1 a 2, moderada para os graus 3 a 5 e intensa para 0s graus superiores a 5.
Por sua vez, Reilas e Katila (2002) adotam uma escala que classifica a inflamacéo como leve,
moderada ou intensa com base em valores numeéricos: de 1 a 10 para inflamacéo leve, acima de
10 para inflamacdo moderada e grandes aglomerados para inflamacdo intensa.

Porém, a porcentagem minima de PMNs para a égua ser considerada com inflamacéo e
estipular a gravidade do processo quando este estiver presente, ainda difere entre os estudos.
Isto ocorre devido a falta de consenso sobre o valor fisiologico de PMNs durante a fase de estro,
uma vez que, nesta fase a migracdo de neutrofilos para o limen uterino é maior devido a
predominancia do estrogénio (LEBLANC, 2011).

Varela-Bettencourt et al. (2018), ao compararem os dois métodos de avaliacdo da
inflamacdo em esfregacos citoldgicos, ou seja, a determinacdo da porcentagem de PMNs em
relacdo as células endometriais e 0 nimero de PMNs em campos de alta poténcia, observaram
qgue a interpretacdo baseada na porcentagem de PMNSs resultou em um diagnéstico de
endometrite mais sensivel, em relagdo ao outro método. N&o se alcancou, até o presente
momento, um acordo geral acerca das orientacdes a serem seguidas na analise e interpretacao
dos desfechos obtidos (OVERBECK et al., 2011; CARD, 2005; COCCHIA et al., 2012). Essa
condicdo pode acarretar em erros de diagnostico tanto positivos quanto negativos, conduzindo
a um tratamento inadequado e ineficaz, o que repercute negativamente no sucesso terapéutico
e, consequentemente, na fertilidade dos animais (VARELA-BETTENCOURT et al., 2018).

2.7 Cultura Microbioldgica Uterina
A cultura microbiana subsequente a colheita de amostras intrauterinas € uma pratica
comum na medicina reprodutiva equina devido a sua praticidade, simplicidade e baixo custo.

A deteccdo de microrganismos durante esse procedimento tem sido consistentemente associada

a reducdo das taxas de gestacdo, independentemente dos achados citologicos, conferindo,
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portanto, uma elevada importancia para a avaliacdo ginecolégica e diagnéstico de endometrite
infecciosa (LEBLANC; CAUSEY, 2009).

No ambiente laboratorial, as amostras séo cultivadas em placas de meios de cultura,
seguindo técnicas laboratoriais padrdo para evitar contaminacGes ambientais. A incubacao das
amostras ocorre em ambiente aerébico a 37 °C por até 48 horas, uma vez que 0S microrganismos
anaerdbios ndo desempenham papel relevante na endometrite equina. As culturas sdo
examinadas apos 24 e 48 horas (RICKETTS; MACKINTOSH, 2016).

Geralmente, a deteccdo do crescimento bacteriano € possivel dentro de um periodo de
24 horas, enquanto os fungos demandam um tempo maior para Sse desenvolverem
(MCKINNON; VOSS, 1995). O diagnostico é fundamentado na analise de critérios como o
tamanho da col6nia, sua morfologia, pigmentacdo e hemolise, e para tal é essencial a habilidade
e experiéncia do técnico responsavel que, por meio da aparéncia das coldnias, é capaz de
identificar a maioria dos patdgenos aerdbicos equinos. Além disso, uma técnica de inoculacdo
adequada é crucial para garantir uma separacdao adequada das coldnias e, assim, facilitar sua
identificacdo (RICKETTS; MACKINTOSH, 2016).

E possivel utilizar meios de cultura especiais e testes para uma identificacdo mais
precisa dos microrganismos presentes, como o agar de sele¢cdo cromogénica, em que 0S
substratos cromogénicos sdo adicionados e liberam corantes especificos quando hidrolisados
por enzimas de microrganismos patogénicos especificos (BEEHAN; MCKINNON, 2009).

Segundo Reilas e Katila (2002), as col6nias podem ser meticulosamente contabilizadas
e classificadas em Unidades Formadoras de Coldnia (UFC), de acordo com o seu crescimento,
sendo: 0 UFC para auséncia de crescimento; 1 a 10 UFC para baixo crescimento; 11 a 100 UFC
para crescimento moderado; e acima de 100 UFC, ou crescimento demasiado, impossivel de
contar. Em éguas com infeccdo uterina, as bactérias e fungos sao frequentemente isolados em
culturas laboratoriais, sendo que as bactérias sdo mais comuns do que os fungos. Dentre as
bactérias mais isoladas, a Streptococcus zooepidemicus € a principal, seguida pela Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, conforme estudos realizados por
Mckinnon e Voss (1995), Riddle et al. (2007), Nielsen et al. (2010) e Canisso et al. (2020).
Entretanto, outros estudos relatam a Escherichia coli como a principal bactéria isolada
(LEBLANC; CAUSEY, 2009; CHRISTOFFERSEN et al., 2015).

Diversas especies de fungos tambem ja foram isoladas em amostras coletadas de 6rgéos
reprodutivos de éguas, entretanto, Candida spp. e Aspergillus spp. sdo as mais prevalentes,
conforme relatos (LEBLANC; CAUSEY, 2009; SILVA; ALVARENGA, 2011; RIBAS et al.,

2014). Outras bactérias aerdbias, embora menos comuns, também foram identificadas em
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culturas, tais como Corynebacterium spp., Staphylococcus spp., Enterobacter spp.,
Actinobacter spp., Proteus spp. e Citrobacter spp. (STEWART et al., 2018). Para determinar o
melhor tratamento, testes de susceptibilidade a antimicrobianos podem ser realizados nos
microrganismos cultivados, sendo fundamental que a terapia seja ajustada de acordo com 0s
resultados obtidos a partir da cultura e tais testes (MCKINNON; VOSS, 1995).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar quantitativa e qualitativamente os microrganismos encontrados no

endométrio de éguas de diferentes faixas etarias.

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar a incidéncia de contaminagdo flungica e/ou bacteriana em éguas de
diferentes faixas etérias.

e Comparar a incidéncia de contaminacgdo fungica e/ou bacteriana com a citologia

endometrial em éguas de diferentes faixas etéarias.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) sob 0 nimero
de processo 0179-09-2022 (Anexo 1). Durante a conducao do experimento foram seguidos 0s
principios éticos e legais estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de

Laboratorio.

4.1 Animais e Local do Experimento

Foram selecionadas 46 éguas saudaveis da raca Mangalarga Marchador, ndo gestantes,
com idade entre 2 e 18 anos, oriundas do plantel pertencente ao Setor de Matrizes da UFRRJ.
As éguas foram divididas em trés grupos experimentais levando-se em consideracdo sua idade

e estagio reprodutivos:
e Grupo 1 (G1; n=10): éguas nuliparas e com idade entre 2 e 4 anos;

e Grupo 2 (G2; n = 17): éguas em idade reprodutiva apresentando entre 3 e 10 anos e

que ja tiveram cria ou ja foram cobertas ou inseminadas anteriormente;

e Grupo 3 (G3; n =19): éguas em idade reprodutiva entre 11 e 18 anos e que ja tiveram

cria ou ja foram cobertas ou inseminadas anteriormente.

Os animais foram tratados com fornecimento de volumoso composto por Tifton 85, em
sistema extensivo, suplementacdo de sal mineral, 1 kg de racéo a base de concentrado com teor
proteico de 10% e agua potavel ad libitum. O experimento foi conduzido no Setor de Matrizes

da UFRRJ, em Seropeédica, Baixada Fluminense, Zona Oeste do Rio de Janeiro (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Animais criados em sistema extensivo recebendo suplementacéo diéria.
Fonte: arquivo pessoal

B R ks i i
Figura 6. Trato diario oferecido as éguas individualmente.
Fonte: arquivo pessoal

4.2 Coleta e Preparo de Material Intrauterino

Nos trés grupos determinados para esta pesquisa, foi realizado o acompanhamento do

ciclo estral por meio de exame ultrassonografico por via transretal (ultrassom modelo
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DM10V.PRO, com transdutor linear de 5 Mhz). Quando as fémeas apresentaram foliculo com
didametro > 35mm e edema uterino grau 3, em escala de 1 a 5 (GINTHER; UTT, 2004), foi
realizada coleta de material intrauterino.

A preparacgdo para a coleta de material foi realizada com as éguas devidamente contidas
em tronco de palpacdo, com a cauda suspensa e amarrada. O contetdo fecal presente na ampola
retal foi removido manualmente, para que durante o procedimento de coleta do material
intrauterino, o animal ndo defecasse e contaminasse a amostra. Em seguida, foi realizada
avaliacdo ultrassonografica dos ovarios e Gtero assim como higienizacdo de toda a regido
perineal com agua e sab&do neutro e posterior secagem com papel toalha. A coleta do material
foi realizada utilizando swab uterino estéril contendo meio de transporte Stuart e luva de
palpacdo estéril, que foi introduzido no Utero das éguas através da cérvix, acomodado dentro da
pinca ginecoldgica, previamente esterilizada utilizando técnica de flambagem com auxilio de
alcool a 70°, com a finalidade de manter o equipamento estéril para a coleta do material sem
que houvesse nenhum tipo de contaminagéo externa. Desta forma, a pinga era acomodada na
palma da mdo do responsavel pela coleta, com o intuito de protegé-la e imadiatamente
introduziada a mdo com a pinca ginecoldgica no vestibulo vaginal, ascendendo até a entrada da
cérvix e encaminhando apenas o swab, para dentro da cavidade uterina, onde eram realizados

dez movimentos de rotacdo para coleta do material endometrial (Figura 7, 8, 9 e 10).

Figura 7. Eguas contidas em brete para avaliacdo e coleta de material.
Fonte: arquivo pessoal
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folicular.
Fonte: arquivo pessoal

Figura 9. Swab estéril em meio de transporte Stuart e escova citolégica estéril.

Fonte: arquivo pessoal

Figura 10. Material utilizado individualmente para cada animal.
Fonte: arquivo pessoal
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Em sequéncia, o swab era retirado da cavidade uterina, reposicionado na pinca
ginecoldgica e novamente protegido até que fosse totalmente retirado do trato reprodutivo da
égua. Esse procedimento foi repetido duas vezes com o swab, para que fosse efetuada a coleta
de material para isolamento fangico e bacteriano pelo laboratério. A Ultima coleta de
material realizada foi com aescova citoldgica, utilizando a mesma tecnica aplicada com a
utilizacdo do swab e com o auxilio da pinca ginecoldgica, para confec¢do de trés esfregacos em
l&mina de vidro.

Os esfregacos foram preparados imediatamente apds a coleta do material. As trés
laminas de vidro foram separadas, posicionadas em ambiente higienizado previamente com
alcool 70% sob uma folha de papel toalha e identificadas com o nome de cada animal e data
da coleta. Ao retirar a escova do trato reprodutivo das éguas, contendo amostras de células
endometriais, a mesma era posta em contato com a lamina de vidro. Foram realizados
movimentos leves com a escova citogica sobre a lamina para espalhar o conteido da amostra
por toda a extensdo da mesma, de forma homogénea.

Apds esta etapa, as laminas ficaram sobre o papel toalha por aproximadamente dez
minutos ou até que todo o conteudo coletado secasse e pudesse permanecer fixo na lamina.
Com as laminas secas, estas foram submetidas ao processo de fixacdo para preservagédo das
células e para evitar deterioracdo. Neste estudo, como método de coloracéo, foi utilizado um
kit de Pandtico rapido composto por trés etapas (Figuras 12 e 13): 12 etapa - realizada com
alcool como solvente de fixacdo por um minuto, responsavel por desidratar as células
presentes no esfregaco, removendo a dgua e fixando as estruturas celulares na lamina; 22 etapa
- realizada com o corante eosina por 10 segundos, um corante &cido que se liga a componentes
bésicos presentes no citoplasma das células, proporcionando uma coloracdo de rosada a
alaranjada as estruturas plasmaticas; e 3? e Ultima etapa realizada, também por 10 segundos,
com o azul de metileno, um corante basico que se liga a componentes basicos do nucleo
celular. Ele colore o nucleo das células em tons de azul, facilitando a identificacdo das

caracteristicas nucleares, como a forma, tamanho e estrutura do ndcleo (Figuras 11 e 12).
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Figura 11. Laminas antes de serem coradas em panoptico.
Fonte: arquivo pessoal

Figura 12. Técnica de coloracédo Panotico.
Fonte: arquivo pessoal

Ap0s a ultima etapa, as laminas foram lavadas em agua corrente suavemente para a
remocao do excesso de corante. As laminas foram acomodadas inclinadas em uma bandeja
plastica para que secassem completamente e ficassem em condices de serem avaliadas por
meio de exame microscopico (Figura 13).
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Figura 13. Esfregacos corados em panéptico rapido.
Fonte: arquivo pessoal

iy 1) /

4.3 Citologia Endometrial

A leitura das laminas foi realizada em microscopia 6ptica com aumento de 400 e 1000X,
sendo esta Ultima com auxilio do 6leo de imersdo, utilizado para aumentar a resolucéo e
melhorar a qualidade da imagem em amplia¢gbes muito altas, minimizando a refracdo da luz
entre a lente objetiva e a amostra.

A andlise das amostras foi realizada com a contagem de células, diferenciando-as em
epiteliais uterinas e polimorfonucleares — PMN (neutréfilos, macréfagos e eosindéfilos) e outras
células que estivessem presentes e que apresentassem relevancia em 10 campos aleatorios na
lamina. Em seguida, foi realizada a avaliacdo da porcentagem de neutréfilos, por terem sido
encontrados em maior quantidade nas amostras e por serem células especificas do sistema
imunoldgico capazes de caracterizar a ocorréncia de processos inflamatdrios e/ou infecciosos
(Figuras 14, 15 e 16) .

N 2 £ A
Figura 14. Citologia endometrial de uma égua sem alteracdo, presenca de muco abundante,
precipitado eosinofilico e células epiteliais. Coloracéo pelo método Panético rapido, aumento
de aumento 1000X.
Fonte: arquivo pessoal
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Figura 15. Citologia endometrial, evidenciando a presenca de neutrofilos (marcagdo em
vermelho). Coloracéo pelo método Pandtico rapido, aumento de aumento de 1000X.
Fonte: arquivo pessoal

Figura 16. Citologia endometrial, evidenciando a presenca de neutréfilos (marcacgdo em
vermelho). Coloracdo pelo método Pandtico rapido, aumento de 1000X.
Fonte: arquivo pessoal

4.4 Analise Laboratorial

Para o isolamento bacteriano e fungico, os swabs uterinos foram encaminhados ao
Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria (LABCVET) e ao Laboratério de Leveduras
Patogénicas e Ambientais (LLPA) da UFRRJ, a temperatura ambiente, no mesmo dia do
procedimento de coleta e em meio Stuart. O meio Stuart € utilizado para o transporte de
amostras clinicas com o intuito de preservar microrganismos patogénicos e ndo patogénicos,

como bactérias e fungos. Trata-se de uma solu¢do tamponada composta por tampao fosfato,
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cloreto de sodio, carboidratos e agente redutor.

4.4.1 Cultura Bacteriana

Os swabs recebidos pelo laboratério de bacteriologia foram semeados em duas placas
com meios de cultivo para isolar e identificar diferentes grupos bacterianos: Agar sangue de
carneiro a 5% e Agar azida sangue de carneiro a 5% para isolamento e identificagio fenotipica
do endométrio uterino das éguas. O Agar Sangue de Carneiro a 5% (ASC- HiMedia®) é um
meio enriquecido e ndo seletivo e 0 meio mais seletivo Azida Sangue de Carneiro a 5% (AZS-
HiMedia®) para direcionar a pesquisa para Streptococcus spp e Enterococcus spp. Placas com
esse meio ficaram em jarra sob anaerobiose. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por
24 horas e quando ndo se observava crescimento durante esse periodo, era deixado por mais 24
horas, totalizando 48 horas. Apos avaliacdo do crescimento e caracteristicas das coldnias, testes
presuntivos por coloracdo de Gram, catalase e Hidroxido de potéssio (KOH) 3% foram
realizados nas coldnias isoladas segundo Koneman et al. (2020), (Figura 17 e 18).

,"'7-?:’ o ';, .'; PSR v -
Figura 17 Placa de Petri em meio Agar Sangue . Placas de Petri em meio Agar Sangue e
Azida semeadas e acondicionadas em estufa a 37°C.

Fonte: arquivo pessoal
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periodo em estufa, placas apresentando col6nias a serem identificadas.
Fonte: arquivo pessoal

- Gram: para identificar se a col6nia bacteriana é gram-positiva ou gram-negativa, é
realizada coleta de uma amostra da col6nia e feita fixacdo em lamina de vidro com solugéo
salina proxima a chama do bico de Bunsen e em seguida ¢ feita a coloragéo técnica descrita a
sequir:

e Cristal violeta — 1 minuto;

e Agua corrente;

e Lugol — 1 minuto;

e Lavagem com Alcool;

e Agua corrente;

e Fucsina - 40 segundos.

A partir da confeccao das laminas e coloracao, a interpretacdo de algumas informac6es
relevantes sobre as bactérias encontradas puderam ser identificadas, quanto ao formato: cocos
(redondo), cocobacilos (ovoéide), bacilos (bastdo alongado) e bastonetes (bastbes curtos) e
quanto a sua disposicéo: cachos, cadeias curtas e cadeias longas.

- Catalase: foi verificado se a bactéria teria capacidade de transformar peroxido de
hidrogénio em &gua com a presenca da enzima catalase. Para isso, foi utilizada uma gota de
agua oxigenada sobre um pouco das bactérias encontradas. Havendo formacdo de bolhas o
resultado foi considerado positivo, caso contrario, negativo. Em relagdo a interpretacdo dos

resultados pode-se concluir que:
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e POSITIVO - Staphylococcus spp.
e NEGATIVO -Streptococcus spp. e Enterococcus spp.

- KOH 3%: foi utilizada uma gota de KOH 3% e colocada a amostra de bactéria sobre
ela. Sendo uma bactéria gram-negativa, havia formacdo de um fio viscoso por conta da
destruicdo da camada de peptideoglicano e exposicdo do material genético da bactéria, o que
por sua vez era considerado um resultado positivo para esta prova. Caso o resultado fosse
negativo, a bactéria era uma gram-positiva.

Os procedimentos laboratoriais, visando atender & hipotese desta investigagdo, foram
realizados seguindo os direcionamentos estabelecidos para 0s meios seletivos:

« Gram-negativos fermentadores identificados a partir do isolamento fenotipico:
bastonetes e/ou cocobacilos gram-negativos foram isolados e identificados por meio da bateria
de testes bioquimicos utilizando o Indol, Metil Vermelho, Voges-Proskauer e Citrato (IMViC)
e meio Agar Trés Acucares Ferro (TSI). Este procedimento contou com a avaliacdo pela
producdo de Indol e as seguintes analises por via fermentativa dos &cidos mistos pelo corante
Vermelho de Metila (VM), por via do butilenoglicol pelo teste VVoges-Proskauer (VP), a
ocorréncia da utilizacdo do Citrato de Simmons e ocorréncia da fermentacdo dos agucares
glicose, lactose e sacarose e avaliacdo de producédo de gas em TSI (KONEMAN et al., 2020).

Os procedimentos para identificacdo do fenotipico observado nas cepas gram-positivas
foram realizados pelos seguintes protocolos:

« Staphylococcus spp.: o isolamento e a identificacdo de cocos gram-positivos foram
realizado pelo teste antimicrobianos Sensifar-Cefarr por meio da observagdo da catalase
positiva, da prova da coagulase e resisténcia a bacitracina (0,04 Unidade Internacional -Ul).
Bactérias do género Staphylococcus possuem resisténcia a bacitracina e apresentam
crescimento até as bordas do disco e 0s micrococos, por sua vez, apresentam sensibilidade e
por isso se desenvolve um halo de 10mm, no minimo. Os testes que envolvem a verificacdo da
coagulase sdo utilizados para a caracterizacao de grupos de estafilococos coagulase-positivos e
coagulase negativos.O isolamento de coagulase-positivos foi realizado posterior aos testes de
fermentagdo dos carboidratos e envolveram: maltose e manose, resisténcia a polimixina B e
prova de VP para a identificacdo das espécies (KONEMAN et al., 2020).

Os géneros isolados identificados como coagulase-positivos foram posteriormente
submetidos aos testes de fermentagdo dos carboidratos:

* Enterococcus spp. e Streptococcus spp.: para os isolados identificados como cocos

gram-positivos catalase negativos, hemoliticos ou ndo, as amostras foram submetidas a prova
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de bile-esculina, crescimento em caldo BHI (Brain Heart Infusion HIMEDIA) hipertonico
(6,5% de NaCl) e aclcares (sorbitol e arabinose) para diferenciacdo de espécies de
Enterococcus spp. (KONEMAN et al., 2020).

4.4.2 Cultura Fungica

Os swabs recebidos pelo laboratério de micologia no LLPA foram identificados
segundo Kurtzman et al. (1998), Kurtzman et al. (2011) e Hoog et al. (2020) prioritariamente e
complementarmente seguindo o protocolo de identificacdo de leveduras do Laboratério de
Leveduras Patogénicas e Ambientais (Anexo 1) para possiveis isolados de Candida albicans e
C. dubliniensis. Foram consideradas, além das caracteristicas morfoldgicas e culturais, as
caracteristicas nutricionais dos géneros Candida, Rhodotorula, Trichosporon etc, como a
assimilacdo de fontes carbonadas e nitrogenadas.

Producéo de tubo germinativo: o inicio da rotina de identificagdo envolveu provas de
producdo de tubo germinativo. Repiques recentes de 24 — 48 horas das amostras foram
inoculadas em tubos tipo “eppendorf” esterilizados contendo soro sanguineo equino também
esterilizado por filtragdo em membrana Millipore de 0,22u. Os tubos inoculados foram
incubados em estufa microbioldgica a 37°C por um periodo de 2 a 3 horas, quando passou-se a
observar a estrutura por microscopia 6tica com aumento de 1000 X, mediante a confeccdo de
laminas (preparado de uma gota do soro com nigrosina entre lamina e laminula). A presenca de

tubo germinativo caracteriza a espécie Candida albicans ou Candida dubliniensis.

Cultivo em agar fuba — posteriormente, foram realizadas as provas de producdo de
clamidoconidios, artroconidios e blastoconidios de acordo com a metodologia descrita por
Yarrow e Meyer (1978). Placas de Petri descartaveis de 50 mm de didmetro contendo uma
camada baixa de &gar fuba foram semeadas em suas superficies com as amostras fungicas
isoladas e, em seguida foram cobertas com laminula estéril e incubadas a 36°C. A leitura foi
realizada ap0s 48 a 72 horas com uma focalizacao direta sobre a laminula utilizando-se aumento
de 400 X. Esta prova permite a observacdo de clamidoconidios, uma forma de resisténcia
fangica, que auxilia na identificacdo de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida
dubliniensis por serem as espécies que os produzem. Permite ainda a visualizacdo de hifas
verdadeiras, pseudo-hifas e blastoconidios, assim como de sua ramificacdo e artroconidios,
importantes na identificacdo de Geotrichum spp, Trichosporon spp e Pichia spp. Os

artroconidios sdo produtos da fragmentacéo transversal de hifas formadas por alguns fungos,
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dentre os quais destacam-se as trés leveduras mencionadas anteriormente, que s&o

filamentaveis.

Auxanograma — Como provas de identificacdo das amostras, foram realizadas provas
de auxanograma que consistem em testes de assimilacdo de fontes carbonadas e nitrogenadas.
Para realizar estas provas, foram utilizados os meios Yeast Nitrogen Base (YNB) e Yeast
Carbon Base (YCB) — DIFCO ®. O primeiro € isento de fontes de carbono e o segundo é isento
de fontes de nitrogénio. Os indculos para os meios foram preparados de acordo com as
especificacbes do fabricante. Inicialmente, o in6culo do meio foi padronizado em suspenséo
salina de acordo com o grau 3 da escala de Mc Farland, procedimento realizado com todos os
isolados. A viabilidade das células trabalhadas foi garantida com a utilizacdo de repiques
recentes das amostras (24-48 horas). Uma aliquota de 1 mL da suspensdo foi transferida para
as placas de Petri que foram imediatamente cobertas com o meio YNB previamente fundido,
resfriado e mantido em banho Maria a 50 °C. Em seguida, foi feita a transferéncia do meio para
as placas, realizando-se a sua hogogeneizacgdo e resfriamento em temperatura ambiente, para
que o0 meio pudesse atingir a solidificacdo. Cada placa foi identificada de acordo com 0 nimero
da amostra e com as fontes carbonadas utilizadas. As fontes carbonadas foram, entdo,
depositadas na superficie do meio solidificado, totalizando 4 fontes por placa conforme a Figura
19. Terminado este procedimento, o material foi incubado a 36 °C por até 72 horas com leituras
a partir das primeiras 24 horas. Os resultados positivos de assimilacdo eram computados de

acordo com o crescimento das leveduras na regido onde a fonte especifica foi aplicada.

Para os testes de assimilacdo de fontes nitrogenadas foi utilizado o mesmo
procedimento, utilizando-se o meio YCB. As identificagcOes finais foram baseadas no perfil de
assimilacdo de fontes carbonadas e nitrogenadas, especificas de cada levedura como verificado

Nno anexo 2.
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Placa de Petri com o Aplicacdo das fontes
meio de cultivo e com carbonadas ou

as leveduras. nitrogenadas em
pontos proximos a
parede da placa.

Crescimento indicando
a assimilacdo da fonte
especifica.

Figura 19. Esquema de testes de assimilagéo de fontes nitrogenadas.
Fonte: Francisco de Assis Baroni

Zimograma — teste de fermentacdo realizado para as fontes carbonadas rafinose,
glicose, lactose, maltose, sacarose, trealose e galactose. No procedimento foram empregados
tubos de ensaio com tampa de baquelite rosqueavel, contendo em seu interior caldo peptonado
(dgua destilada acrescida de peptona de caseina) distribuido em volumes iguais (3 mL). Cada
microrganismo a ser identificado necessitava de uma bateria de 7 tubos. Cada tubo recebeu,
além do caldo peptonado, um tubo invertido (tubo de Durhan) e uma destas fontes diferentes.
Cada bateria com as fontes, o tubo de Durhan e o caldo foram inoculadas com o microrganismo
e em alguns casos (com excecdo das identificacdes de espécies de Candida) havia um indicador
de pH (azul de bromotimol). O tubo de Durhan faz-se necessario devido a producdo de gas no
caso de fermentacdo positiva. O indicador de pH era necessario devido a possivel producédo de
acido no processo fermentativo. Considera-se que na fermentacdo pode haver producdo de gas,
acido ou ambos. Nas identificagcbes de Candida, considera-se somente a producéo de gés. O
meio é esterilizado por autoclavacao, mas as fontes carbonadas séo esterilizadas por filtracéo e
acrescentadas assepticamente a posteriori. Apds isso, 0s microrganismos eram adicionados
(1,5mL de uma suspensdo de 108 células/mL). A fermentacdo com producio de acido ocorria
pela viragem de cor do meio para amarelo, enquanto a producdo de gas era notada pela presenca
de bolha ou bolhas dentro dos tubos invertidos. A incubacdo era feita por até 14 dias a 36 °C.
Cada levedura com capacidade de fermentacao apresentava um perfil especifico como pode ser
verificado no Anexo 3. Embora nem todas as leveduras possuam capacidade fermentativa o

teste deve ser realizado pelo menos para a glicose.
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Prova de producdo de urease em meio de Christensen. O meio de Christensen era
constituido por uma solucdo base de uréia e de outros componentes indispensaveis ao
crescimento microbiano. Possuia um indicador de pH, conhecido como vermelho de fenol.
Apdbs preparo apresentava pH acido. Quando o microrganismo era inoculado e possuia a
capacidade de producdo de urease, esta enzima hidrolisava a uréia e os produtos resultantes
desta hidrélise promoviam a alcalinizacdo do substrato fazendo com que o pH se elevasse e
com que o revelador de pH tornasse o meio de cor rosa avermelhada, semelhante a um “rosa

choque” ou “pink”™.

4.5 Andlise Estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o teste do y2 (Qui-quadrado) com nivel de
significancia de 5% (IC 95%).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento Bacteriano

A anélise da composicdo da microbiota uterina em éguas de diferentes faixas etarias
proposta nesta pesquisa buscou a identificagdo de correlagdes entre a microbiota, a idade e o
manejo reprodutivo desses animais.

Alguns estudos discutem que a populacdo de microrganismos presentes no Gtero das
éguas pode sofrer, por exemplo, transformacdes ao longo da vida reprodutiva do animal, devido
a variacdes enddcrinas que afetam o pH e a composicao da microbiota nessa regido (BEEHAN;
MCKINNON, 2009; WOODWARD; TROEDSSON, 2015; CHRISTOFFERSEN;
TROEDSSON, 2017; AEKNATH VIRENDRA, et al, 2022).

Neste estudo que possui carater comparativo em grupos de éguas de diferentes idades e
condigdes reprodutivas, foi observado que a composicdo da microbiota intrauterina desses
animais apresentou variacdo de acordo com a idade do animal e seu manejo reprodutivo (éguas
receptoras, doadoras e matrizes). A composicdo e a diversidade da populacdo da microbiota
variou de acordo com o avanco da idade do animal, assim como a frequéncia com que esses
microrganismos foram encontrados, como observado na tabela 1. Estes resultados sdo similares
aos observados por Troedsson (2006), Christoffersen e Troedsson (2017), Morris et al (2020)
Fawcett et al (2021) e pode establecer que, mesmo que exista uma diversidade de fatores que
possam influenciar quantitativa e qualitativamente a composi¢cdo da microbiota intrauterina de
éguas, exite um padrao que pode ser estabelecido possuindo a idade do animal como parametro
de analise.

A comparagdo da composi¢do da populacdo desses microrganismos revelou que o
género Bacillus sp. é aquele comum a todos os grupos de animais que compdem esta
investigacdo. Os resultados obtidos nesta pesquisa e a comparagcdo com os resultados obtidos
em outras pesquisas, como aquelas realizadas por Amaral et al (2007), Beehan e Mckinnon
(2009), Azarvandi et al (2017), Bandeira et al (2017) e Silva Filho et al (2021), proporcionam
uma compreensdo mais abrangente dos agentes etiologicos relacionados ao desenvolvimento e
progressdao da endometrite. Esses resultados enfatizam a importancia dos diagnosticos

etioldgicos, que podem contribuir de maneira eficaz com os tratamentos e 0 manejo desses
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animais.

Tabela 1: Comparacdo entre as frequéncias de crescimento bacteriano e tipos de bactérias entre
as amostras coletadas.

Tipo de bactéria G1 G2 G3 Total
Bacillus spp 10,0%  353%  42,1% 15
Staphylococcus sp. 10,0%  11,8%  10,5% 05
Enterococcus sp./Streptococcus sp. 0 5,9% 0 01
Staphylococcus sp./Streptococcus sp./Enterococcus sp.  10,0% 0 0 01
Staphylococcus sp./Bacilus sp. 0 0 10,5% 02
Sem crescimento 70,0%  47,0%  36,9% 24
Total 03/07 09/08 12/09 24124

Grupos etarios: G1 (n = 10) - éguas em fase pre-reprodutiva com idade entre 2 e 4 anos; G2 (n = 17) - éguas em
fase reprodutiva com idade entre 5 e 10 anos; e G3 (h = 19) - éguas em fase reprodutiva com idade entre 11 e 18
anos.

Existe uma variacdo entre as espécies de bactérias que colonizam o endométrio de éguas
que compdem este estudo. Os principais géneros identificadas foram: Bacillus spp,
Enterococcus sp., Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. Esses microrganismos estavam
presentes no Utero de éguas saudaveis em quantidades que nao impactaram na satde do animal,
bem como em quadros de endometrite (Tabela 1). Esta condi¢cdo também foi descrita em outros
estudos como aqueles realizados por Beehan e Mckinnon (2009), Azarvandi et al (2017),
Bandeira et al (2017) e Silva Filho et al (2021).

Este estudo observou que 0s animais que pertenciam ao grupo G1 ndo possuiam
diferencas significativas entre as proporcGes de géneros de bactérias encontradas; 0s animais
do grupo G2 tinham mais individuos com bactérias dos géneros Staphilococcus que 0s grupos
G1 e G3; e as éguas do grupo G3 apresentavam maior incidéncia de bactérias do género
Bacillus. O género Streptococcus ndo foi encontrado no grupo G3, o que pode estar relacionado
a idade dos animais e ao seu histérico de tratamentos anteriores realizados por médico
veterinarios (Tabela 1).

A colonizagdo bacteriana pode sofrer inumeras influéncias, relacionadas ao local onde
0s animais vivem, ao status reprodutivo, a idade e ao manejo reprodutivo desses animais.
Assim, ndo foi possivel estabelecer um padrdo genérico para os géneros de bactérias
encontradas no endometrio de éguas que fizeram parte desta pesquisa. De forma comparativa,
esses resultados também foram identificados em pesquisas como aquelas realizadas por Beehan
e Mckinnon (2009), Morris et al (2020),

A comparagéo do crescimento bacteriano entre os grupos estudados pode ser observada
na tabela 2. Os dados obtidos sugerem que a frequéncia de crescimento bacteriano é

proporcional a progressdo da idade dos animais, o0 que esta diretamente relacionado ao tempo
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de vida reprodutiva e aos nimeros possiveis de partos. Desta forma, os animais mais velhos
(G3) apresentaram maior incidéncia de crescimento bacteriano (p = 0,05) em relagdo aos
animais mais novos (G1 e G2). Estes resultados foram identificados em estudos realizados por
Woodward et al (2013), Christoffersen e Troedsson (2017) e Beehan e Mckinnon (2009). Nao
foi observada diferenca significativa para crescimento bacteriano entre as éguas dos grupos G1
e G2 (p = 0,14) o que sugere que a idade do animal pode exercer influéncia nos mecanismos
fisioldgicos de defesa do animal e que de forma progressiva, com relacdo a idade, perdem a

eficiéncia.

Tabela 2: Comparacgdo de crescimento bacteriano entre as amostras analisadas, com base no
teste %2 .

Comparac&o entre grupos

Gl G2 G3 N (Valor de P)

Presenca de 0 0 0
crescimento 300% 530% 631% 24 o o3 g1 G2 G2-G3
Ausenuade 700% 47.0% 36.9% 22 0,05 0,14 0,05
crescimento

Grupos etarios: G1 (n = 10) - éguas em fase pré-reprodutiva com idade entre 2 e 4 anos; G2 (n = 17) - éguas em
fase reprodutiva com idade entre 3 e 10 anos; e G3 (n = 19) - éguas em fase reprodutiva com idade entre 11 e 18
anos; N (N = nimero total de éguas).

5.2 Crescimento Fungico

A analise do crescimento fingico no endométrio das éguas deste estudo reflete um
importante campo de pesquisa na Medicina Veterinaria, especialmente na area de reproducao.
Segundo Jacob et al. (2002), a presenca desses microrgarnismos no endométrio das éguas
podem levar a quadros inflamatérios e infecciosos, e consequentemente, a uma condigdo de
subfertilidade e infertilidade transitéria. A composi¢cdo flngica presente na populacdo deste

estudo pode ser observada na tabela 3:
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Tabela 3: Comparagéo das frequéncias de crescimento e os tipos de fungos entre as amostras
coletadas em porcentagem.

Tipo de fungos Gl G2 G3
Rhodotorula sp. 0 5,9% 0
Trichosporon sp. 0 0 5,3%
Rhodotorula sp./Candida albicans 10,0% 0 0
Geotrichum sp. 0 5,9% 0
Candida albicans 0 0 5,3%
Com cresimento 10,0% 11,8% 10,6%
Sem crescimento 90,0% 88,2% 89,5%
Comparacao (Valor de P) G1-G2=0,46 G1-G3=0,49 G2-G3=0,65

Grupos etarios: G1 (n = 10) - éguas em fase pré-reprodutiva com idade entre 2 e 4 anos; G2 (n = 17) - éguas em
fase reprodutiva com idade entre 3 e 10 anos; e G3 (n = 19) - éguas em fase reprodutiva com idade entre 11 e 18
anos.

Os géneros identificados na analise fangica deste estudo foram: Candida albicans,
Geotrichum sp., Rhodotorula sp. e Trichosporon sp. O grupo G1 apresentou colonizagéo
fangica por Candida albicans e Rhodotorula sp (Tabela 3). Segundo Tongu et al. (2015) a
prevaléncia do género Candida albicans, associados aos quadros de endometrite fungica é uma
realidade, principalmente em grupos de risco (éguas multiparas e idosas). A colonizacao
fangica é mais diversificada em éguas dos grupos G2 e G3, com predominancia de Candida
albicans, Geotrichum sp., Rhodotorula sp. e Trichosporon sp. A presenca desses géneros no
endométrio das éguas, foi descrita em trabalhos como os de Alvarenga (2008) e de Liu e
Troedsson (2008) que citam alguns fatores pré-disponentes a quadros de endometrite fungica
como a constante manipulacdo das éguas, o uso de protocolos hormonais e antibioticoterapias
como possiveis causas de contaminagéo fungica.

O teste y2 demonstrou que nédo existem diferencas significativas ao se analisar essa
categoria. Assim, ndo houve diferenca significativa entre as frequéncias observadas e as
frequéncias esperadas de crescimento fungico entre as amostras coletadas nos grupos de éguas
estudados.

Embora a endometrite geralmente seja uma infeccdo de origem bacteriana, tambem
pode ser causada por infecgdes fungicas. Portanto, Tongu et al. (2015) relata em sua pesquisa
que ha uma crescente preocupacdo com a saude reprodutiva das éguas e sua relagdo com a
endometrite e fungos. Os resultados obtidos nesta pesquisa refutam a ideia de que o
desenvolvimento de endometrite em éguas é exclusivamente causado por contaminagédo

bacteriana, o que indicam a importancia de desenvolvimento e utilizacdo de métodos de
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diagndstico e implementacdo de tratamentos que possam contemplar as diferentes causas de
endometrite com o objetivo de melhorar o bem-estar e a fertilidade desses animais.

5.3 Citologia Uterina

A citologia uterina em éguas ocorre a partir da coleta de amostras de fluidos
intrauterinos por meio de esponja citologica estéril, e as amostras sdo analisadas com
microscopio optico para identificacdo das anormalidades celulares apresentadas na tabela 4.
Segundo Dascanio e Ferris (2014) a técnica utilizada para coleta e avaliacdo citol6gica é um
método rapido, pratico e econébmico para detectar a presenca de processos inflamatérios.

Tabela 4: Analise citologica realizada em conteudo intrauterino de éguas de diferentes faixas
etarias e condicdo reprodutiva (virgem ou em fase reprodutiva).

Neutrdfilos por campo Gl G2 G3 Total na amostra
0 0 0 0 0
1 90,0% 58,9% 78,9% 73,9%
2 10,0% 17,6% 5,3% 10,8%
3 0 23,5% 10,5% 13,1%
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 5,3% 2,2%

Grupos etarios: G1 (n = 10) - éguas em fase pré-reprodutiva com idade entre 2 e 4 anos; G2 (n = 17) - éguas em
fase reprodutiva com idade entre 3 e 10 anos; e G3 (n = 19) - éguas em fase reprodutiva com idade entre 11 e 18
anos. Neutrofilos por campo: escala de 1 a 6 representando a quantidade de neutréfilos encontrados por campo de
observcao de Iaminas de analise histoldgica por microscopia 6ptico.

Avaliacdo de caracteristicas citoldgicas normais do endométrio de éguas foi observada
predominantemente no grupo G1, onde 90,0% dos animais apresentaram citologia sem
alteracdo evidente. As alteragOes presentes em G2 e G3 podem estar associadas a processos
inflamatdrios do endométrio, dado o aumento do numero de células de resposta inflamatoria
(G2 =58,9% e G3 = 78,9%), 0 que pode apresentar correlacdo com a idade do animal e as
condigdes do manejo reprodutivo a que esses animais foram submetidos (Tabela 4). Pasolini et
al. (2016) corroboram com os resultados do presente estudo afirmando que éguas multiparas,

com falhas no manejo, podem apresentar maior pre-disposicao a quadros de endometrite.

5.4 Analise Citoldgica, Fungica e Bacteriana
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A baixa incidéncia de microrganismos (fungos e bactérias) e a ocorréncia de condicao
ndo inflamatdria em G1 pode ser explicada pelo fato de que o trato reprodutivo dessas éguas
ainda ndo foi exposto a fatores como o acasalamento, a manipulacdo, a gestacdo e o parto,
considerando que estas condicdes podem levar a alteracbes na composicdo da microbiota
uterina, como demonstrado por autores como Woodward e Troedsson, (2013), Canisso et al.
(2020) e Lisboa (2021). A comparagdo entre as frequéncias dos tipos de bactérias, dos tipos de
fungos e das analises citoldgicas encontradas nas amostras dos trés grupos experimentais,
obtidas através das analises e dos testes laboratoriais apresentaram os seguintes resultados
(Tabela 5):

Tabela 5: Comparacdo entre as frequéncias, tipos de bactérias, tipos de fungos e analise
citologica encontradas nas amostras do contetdo intrauterino de éguas de diferentes faixas
etarias e condicdo reprodutiva (virgem ou em fase reprodutiva).

- . e e e e g Percentual na
Analise bacteriana  Analise fungica Analise citologica

amostra
Rhodotorula/
Gl Bacillus spp Candida Né&o inflamatério 10,0%
albicans
Staphylococcus sp 0 Nao inflamatério 10,0%
Staphylococcus sp/
Streptococcus/ 0 Ndo inflamatério 10,0%
Enterococcus
G2 Bacillus sp 0 Nao inflamatério 29,4%
Bacillus sp Car_ldlda N&o inflamatorio 5,9%
albicans
. Inflamagéo 0
Bacillus sp 0 moderada 11,8%
Bacillus sp/ 0 Nio inflamatério 5,9%
Staphylococcus sp
Bacillus sp/ 0 Inflamag&o grave 5,9%
Staphylococcus sp
G3 Bacillus sp 0 Né&o inflamatério 15,8%
. Inflamacéo 0
Bacillus sp moderada 10,5%
. . Inflamacéo 0
Bacillus sp Geotrichum moderada 5,3%

Grupos etéarios: G1 (n = 10) - éguas em fase pré-reprodutiva com idade entre 2 e 4 anos; G2 (n = 17) - éguas em
fase reprodutiva com idade entre 3 e 10 anos; e G3 (n = 19) - éguas em fase reprodutiva com idade entre 11 e 18
anos. Andlise fingica: 0 — ndo apresentou crescimento. Analise citologica: ndo inflamatorio (0-2
neutrofilos/campo), inflamagdo moderada (2-5 neutrdfilos/campo), inflamagdo grave (>5 neutréfilos/campo) ou
hipocelular (escassas células epiteliais e sem neutréfilos).
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No presente estudo, foram comparados os resultados de analise bacteriana, flngica e
citoldgica o que pode contribuir com o estabeleciemnto de um diagndtico, como apresentados
por pesquisas como Jacob et al. (2002), Fumuso et al. (2007), LeBlanc et al. (2007) e Bucca et
al. (2008). Os resultados desta pesquisa podem ser apoiados nos resultados apresentados por
LeBlanc (2010) que destacam que a cultura e citologia séo técnicas que devem ser realizadas
em conjunto com outras analises para o diagndstico de endometrite. Desta forma, é possivel
detectar patogenos uterinos e identificar células inflamatdrias (neutrofilos) associadas aos
quadros de endometrite. A autora também afirma que éguas podem apresentar resultado
positivo em exames citoldgicos e cultura uterina de bactérias e fungos com resultado negativo
e vice-versa.

E importante destacar que o sistema imunolégico das éguas jovens é mais eficiente em
reconhecer e eliminar fungos e bactérias nocivos, isto pode contribuir para a reducdo da
presenca desses microrganismos no trato reprodutivo. E relevante ressaltar que mesmo éguas
mais jovens e nuliparas podem apresentar desequilibrios na microbiota uterina que podem
comprometer a saude reprodutiva como observado na tabela 5.

Alguns microrganismos considerados comuns e inofensivos ao trato reprodutivo podem
em condicOes adversas, apresentar crescimento desordenado ou até mesmo quando associados
aoutros microrganismos, complicacGes reprodutivas em éguas. As bactérias do género Bacillus
sp. que foram encontradas em todos 0s grupos de animais que compdem esta pesquisa e que
frequentemente sdo descritas na literatura como comensais ao trato reprodutivo das éguas, e
gue podem se tornar patogénicas em condi¢Ges pontuais como mencionado acima. Revisitando
a literatura, em sua obra Ferris (2016), ressalta algumas bactérias comuns cultivadas no Utero
equino e conhecidas por sua patogenicidade. O autor cita como principais: Streptococcus b-
hemolytic, Streptococcus Equi subspecies zooepidemicus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens e Klebsiella pneumoniae. Ainda segundo o autor,
algumas apresentam patogenicidade questiondvel, como Bordetella bronchiseptica, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus e outras espécies de Serratia sp, Corynebacterium sp,
Enterobacter sp, Bacillus sp e Pasteurella sp. Estes dados séo confirmados pelo presente
estudo, que identificou o género Bacillus sp em todos o0s grupos, sem nenhum

comprometimento na condicdo reprodutiva das éguas.
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6 CONCLUSOES

e Bactérias do género Bacillus sp. foram identificadas em todos os grupos de animais
desta pesquisa, sendo geralmente consideradas comensais no trato reprodutivo das éguas,
podendo se tornar patogénicas sob certas condi¢cdes. Houve variagdo nas espécies de bactérias
colonizadoras do endométrio das éguas estudadas, com Bacillus spp., Enterococcus sp.,
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. como principais géneros identificados, presentes tanto
em éguas saudaveis em quantidades ndo prejudiciais, quanto em casos de endometrite.

¢ O grupo G1 ndo apresentou diferencas significativas nas proporcGes dos géneros
bacterianos. Por outro lado, o grupo G2 mostrou maior presenca de Staphylococcus em
comparacdo com o0s grupos G1 e G3, enquanto o grupo G3 apresentou maior incidéncia de
Bacillus sp. Além disso, o género Streptococcus ndo foi encontrado no grupo G3, possivelmente
associado a idade dos animais e aos tratamentos veterinarios anteriores. O crescimento
bacteriano parece estar relacionado a idade das éguas, influenciado pelo tempo de vida
reprodutiva e pelos nimeros de partos ao longo da vida.

¢ A escassez de microrganismos (fungos e bactérias) e a auséncia de inflamagdo em G1
podem ser compreendidas pela falta de exposicdo do trato reprodutivo dessas éguas a fatores
como acasalamento, manipulacdo, gestacdo e parto. Essas condi¢des tém o potencial de alterar
a composicdo da microbiota uterina. As modificacbes observadas em G2 e G3 estdo
possivelmente associadas a processos inflamatorios no endométrio, como indicado pelo
aumento das células de resposta inflamatéria (G2 = 58,9% e G3 = 78,9%). Essa relacdo pode
ser influenciada pela idade das éguas e pelas praticas de manejo reprodutivo as quais foram
submetidas.

¢ O género de bactérias Bacillus sp., identificado em todos os grupos analisados no
estudo, geralmente considerado como comensal no trato reprodutivo equino, demonstra
potencial de se tornar patogénico sob circunstancias especificas, como observado nos grupos
G2e G3.
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ANEXOS

Anexo 1. Certificado da Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA-1Z/UFRRJ
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INSTITUTO DE ZOOTECNIA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA-IZ/UFRRJ

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta de pesquisa intitulada “Caracterizacdo da microbiota uterina de éguas em diferentes idades.” —
processo n° 0179-09-2022 — de responsabilidade do Dr. Marco Roberto Bourg de Mello e equipe; que envolve a utilizacado de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro
de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as nomas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Zootecnia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/IZ/UFRRJ) na LX Reunido em 11/05/2023.

Finalidade da Proposta: pesquisa

Vigéncia da Proposta: maio de 2025

Area: Ciéncias Agrarias; Reproducéo Animal;
Origem: Fazenda da UFRRJ

Espécie (quantidade): Equinos (45 fémeas)

“Resumo: O nimero de estabelecimentos agropecuarios voltados para a reprodugédo equina tem aumentado significativamente nos
ultimos anos, colocando o Brasil na posigdo de pais nimero um em programas de Transferéncia de Embrides (TE). Com o intuito
de reduzir os indices de perdas embriondrias, torna-se necesséria a busca de novos tratamentos para as enfermidades rotineiras
ligadas diretamente ao trato reprodutivo em equinos. A endometrite é a principal enfermidade que acomete o trato reprodutivo das
éguas, levando a quadros de subfertilidade e é a terceira doenga que mais acomete equideos no mundo. De um modo geral, éguas
susceptiveis apresentam caracteristicas em comum, como idade avangada, histérico de falha reprodutiva em varias temporadas,
histérico de episddios anteriores de endometrite e de perdas gestacionais. Pesquisas demonstram que a idade da égua afeta as
interacdes fisicas entre embrido e Utero, tendo impacto na gestacdo e nas perdas embrionarias. No entanto, estudos ainda nao
foram realizados para determinar se a idade da égua esta relacionada a maior susceptibilidade a quadros de endometrite. Assim, a
hipétese do presente estudo & que éguas jovens (< 4 anos) e virgens sdo mais resistentes a endometrite. Neste contexto, este
estudo tem como objetivo caracterizar qualitativa e comparativamente os microrganismos. encontrados no endométrio de éguas de
diferentes idades. Para alcancar este objetivo, material intrauterino seré coletado de 45 éguas saudaveis e submetido a anélise
citologica assim como a cultura fungica e bacteriana. Os animais selecionados para este estudo serdo divididos em trés grupos
etarios: G1 (n = 15) - Grupo de éguas virgens com idade entre 2 e 4 anos; G2 (n = 15) — Grupo de éguas em idade reprodutiva entre
5 e 10 anos; e G3 (n = 15) - Grupo de éguas em idade reprodutiva entre 11 e 18 anos. As éguas serdo submetidas a avaliacéo
ultrassonogréfica para acompanhamento do ciclo estral e, no momento que apresentarem foliculo com diametro maior igual a 35
mm e edema uterino grau 3 (escala de 1 a 4), sera realizada coleta de material intrauterino. Apds higienizagéo da regido perineal
com agua e sabdo neutro, sera realizada a coleta de amostras uterinas utilizando swab e escova citologica estéril para isolamento
fungico/bacteriano e avaliagdo da porcentagem de neutrdfilos, respectivamente. A analise estatistica sera efetuada pelo teste de
Analise de Variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukeye de Dunnett ou, e Teste de Kruskal IWallis, quando
recomendado”

Seropédica, 20 de junho de 2023

M\fwﬂmh(ﬂham

Prof. Dr. Rodrigo Vasconcelos de Oliveira
Coordenador da CEUA/IZ/UFRRJ

BR 465, Km 7 / Campus da UFRRJ - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23.890-000, ceua.iz.ufrfj@gmail.com
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Anexo 2. Protocolo de Identificacdo de Leveduras

.’Mt ,""Q
¢ v
g €
3 E INSTITUTO DE VETERINARIA — DEPTO DE MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA
AN VETERINARIA
- LABORATORIO DE LEVEDURAS PATOGENICAS E AMBIENTAIS
PROTOCOLO DE TESTES PARA IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS
Procedéncia | Registro n°
E davi 3 ica ou folo
| - Exame direto
2 - Crescimento em meios usuais
Crescimento em meios com acidos graxos
3 — Microcultivo
Pseudomicélio Clamidoconidio
s
Blastoconidios Tubo germinativo
€M SO0 saNgUInCo
Artroconidios
4 - Reprodugdo sexuada : Presenca de ascos e ascosporos | |
5 — Qutras provas : da visualizaglio do mi
Sintese de amido
Produgdo de melanina
Cloreto de trifenil tetrazolio
Prova do azul de diazonio B
Crescimento em meio CGB
Crescimento em meio GCP
Crescimento em meio CDBT
6 - Auxanograma
Al KNO3 6-Rafinose 16-Adonitol 26-Etanol
B| Peplona 7-Trealose 17-Manose 27-Acido
C | Neacetil - glucosamina 8-Ramnose 18-Dulcitol 28- Glicerol
D| Creatina 9-Celobiose 19-Arabinose 29-Ribitol
E | Creatinina 10-Galactose 20-Frutose 30-Galactitol
1-Lactose 11-Inulina 21-Xilitol 31-D-glucitol
2-Glicose 12-Melezitose 22-Sorbose
3-Sacarose 13-Inositol 23-Manitol
4-Melibiose 14-Xilose 24-Acido citirco
5-Maltose 15-Eritritol 25-Metanol
7- Zimograma
7.1-Rafinose Provas complementares : Outros
7.2-Glicose Hidrélise da uréia
7.3-Lactose - Hidrolise da gelatina
7.4-Maltose Crescimento em meio com cicloheximida
7.5-Sacarose Crescmento em temperaturas variadas
7.6-Trealose Assimila¢do de D-prolina
7.7-Galactose Assimilagdo de D-triptofano
Identificagdo
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Anexo 3. Tabela de identificacdo de Candida spp

LABORATORIO DE LEVEDURAS PATOGENICAS E AMBIENTAIS

Assimilacéo Fermentacdo
% £
LEVEDURAS o Q
Q| c © 3 3 3 2 _ @ 3 =

= E|l ol ® | 8| 8| g3 8|8l =l2l25 S| 8| 2|8 ©| 2 £/ 83 8| =

2l g < |/= §| 88 8|8 8|= = 2 5|8 T 8 C = 8/ 8| 8| 2 8 & w 5L

Sl s 0Ol a0|x £ X O F AOl2|2|2|uWw Olw| 40| 2|/ X O F D
Candida - - - + |V |- + |- - + |- + |- + |- V |- G |- - V |G |G |- - + |-
albicans
C. + [V |+ |+ [+ |- |+ [+ |- |+ |+ |+ |+ |+ |V |+ |- G |G |- |V |G |- |G |- |- |-
guilliermondii
C. krusei - - - - - - - - - - - - - - - - G |- - - - - - |V |- |V
C. parapsilosis | - |- |- + [+ |- + |- - + |- + |- + |- + |- V |- - V |V |- - - - -
C. + |- |V |+ |+ |+ [V |- |- |V |V |V |- |V |- - - G |G G |G |- |- G |- - |-
pseudotropicalis
C. tropicalis - - - + |+ |- |+ |- - [+ IV + |- |+ |- |V |- V| V|- |G |G |G |- |- |- [-
C. zeylanoides - - - + |- - - - - V [+ |- - - - - VvV |- - - V |- - - - -
C. lambica - - - + |- - - - - + |- - - - - - - G |- - - - - - |V |- -
C. lipolytica - - - + |- |- - - |- - |V |- - - - - + - - - - |- |- - |V |- |+
C. lusitaniae - VIV |+ |+ |- V |- - + |+ |+ |- + |- + |- G |V |- vV |V |- - - - -
C. rugosa + |- |- + |- - + |- - V |- - - - - - - - - - - - - - - - -
C. famata VIV |V |+ |V |V |+ |+ |- + |V |V |+ |+ |V |V |V V |V |- - |G |V [ fr |- - -

fr

C. glabrata - - - + |- - - + |- - - - - G |- - - G |- - - - -

V = variavel , G = gas, fr = fraco

Adaptado de Kurtzman & Fell (1998)




