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Resumo

O complexo hiperpléasico endometrial cistico — piometra é caracterizado por uma desordem hormonal, tendo a
progesterona como protagonista, levando ao surgimento de cistos ovarianos e uma sequéncia de altera¢des no
endométrio, seguido por uma colonizacao bacteriana, estando as Escherichia e Staphylococus dentre as principais, sendo
assim objetivou-se com esse, isolé-las e avaliar a sensibilidade delas ao Gentrin® em trés diferentes concentracdes
(150mg, 200mg e 300mg), tendo a Ceftriaxone como controle. Foram utilizadas 10 cadelas para esta pesquisa com
idade média de 7 anos, ap6s colheitadas as secre¢des de piometra, delas foram isoladas as Escherichia e Staphylococus
para cultura e antibiograma. Foram isoladas em E. coli em 60% das amostras e Staphylococus spp. em 40%, nos testes
de antibiograma ambas demonstraram 100% de sensibilidade ao Gentrin® de 300mg, e em menores porcentagens para
0 de 150mg e 200mg. Conclui-se assim a eficacia da Gentrin® de 300mg sendo indicada para o tratamento por infusao
uterina para piometra.

Palavras-chave: Reproducéo; Biotecnologia reprodutiva; Protocolo alternativo.

Abstract

The hyperplastic cystic endometrial - pyometra complex is characterized by a hormonal disorder, with progesterone as
the protagonist, leading to the appearance of ovarian cysts and a sequence of changes in the endometrium, followed by
bacterial colonization, with Escherichia and Staphylococus being among the main ones, being thus, the objective was
to isolate them and evaluate their sensitivity to Gentrin® in three different concentrations (150mg, 200mg and 300mg),
with Ceftriaxone as control. Ten female dogs were used for this research, with an average age of 7 years, after collecting
the secretions of pyometra, Escherichia and Staphylococus were isolated from them for culture and antibiogram. They
were isolated from E. coli in 60% of the samples and Staphylococus spp. in 40%, in the antibiogram tests both
demonstrated 100% sensitivity to Gentrin® of 300mg, and in smaller percentages to 150mg and 200mg. This concludes
the effectiveness of Gentrin® 300mg in the treatment by uterine infusion for pyometra.
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Resumen

El complejo hiperplasico quistico endometrial-piometra se caracteriza por una alteracién hormonal, con la progesterona
como protagonista, dando lugar a la aparicion de quistes ovaricos y una secuencia de cambios en el endometrio, seguidos
de colonizacidn bacteriana, siendo Escherichia y Staphylococus entre los principales. siendo asi, el objetivo era aislarlos
y evaluar su sensibilidad a Gentrin® en tres concentraciones diferentes (150 mg, 200 mg y 300 mg), con Ceftriaxona
como control. Para esta investigacion se utilizaron diez perras, con una edad promedio de 7 afios, luego de recolectar
secreciones de piometra, se aislaron de ellas Escherichia y Staphylococus para cultivo y antibiograma. Se aislaron de
E. coli en el 60% de las muestras y Staphylococus spp. en el 40%, en las pruebas de antibiograma ambos mostraron una
sensibilidad del 100% a Gentrin® de 300 mg, y en porcentajes menores a 150 mg y 200 mg. Con esto concluye la
eficacia de Gentrin® 300mg estando indicado para el tratamiento por infusién uterina de la piometra.

Palabras clave: Reproduccion; Biotecnologia reproductiva; Protocolo alternativo.

1. Introdugéo

A piometra também denominada por complexo hiperplasico endometrial cistico, € uma patologia progressiva
caracterizada por um desequilibrio fisiolégico uterino, seguido por uma colonizagdo bacteriana, com acimulo de pus intrauterino,
acometendo de 9 a 15,2% das cadelas geralmente a partir da meia idade, podendo a sua resolucdo ser cirdrgica, por
ovariohisterectomia ou por fArmacos antagonistas dos receptores de progesterona (Jitpean, et al., 2014; Ros et al., 2014).

O diagndstico é realizado por uma combinacdo de anamnese, exames fisicos e laboratoriais, como também os de imagem
do atero e ovarios (Trautwein, et al., 2017). Podendo a sua manifestacdo ser assintomatica e em alguns casos, um achado
incidental, evoluindo e manifestando de forma grave (Lobato, et al., 2014).

Sendo essa patologia com manifestacdo expressiva na rotina emergencial de pequenos animais, podendo a sua
agressividade estar associada ao tipo de microrganismo envolvido, o agravamento e 6bito ligado principalmente aos quadros de
endotoxemia causada por eles (Pretzer, 2008; Barsanti, 2012).

Segundo Olson e Mather (1978) e Coggan (2005) o Gtero ndo apresenta uma carga bacteriana, sendo a presenca delas
caracterizado como um processo patologico, com predominio de Escherichia e Staphylococus.

A etiopatogenia do complexo hiperplasico endometrial cistico-Piometra, ainda ndo esta totalmente elucidada, porem
pode-se afirmar ser por um componente hormonal, um importante desenvolvimento inflamatdrio, e diferente do que se acreditava
anteriormente, o tipo de bactéria infectante tem muita influéncia na determinacéo do inicio da doenga como também aos efeitos
sistémicos (Cyrino, 2020).

O tratamento para piometra se concentra basicamente em uma remocdo com urgéncia do foco de infecgdo, por esse
motivo a sepse e endotoxemia ndo devem ser fatores limitantes para a realizacdo desse procedimento, caso esses ainda néo
estejam presentes, pode-se optar por um tratamento medicamentoso, sendo indicado uma associa¢do de antimicrobianos, dentre
os principais; amoxilina e clavulanato, cefalospotina e sulfonamidas (Smith, 2006; Hagman, 2018).

Com este estudo objetivou-se realizar o isolamento de Escherichia coli e Staphylococus spp. em secre¢des uterinas
provenientes de piometra, e realizar o antibiograma com gentamicina de infusdo intrauterina (Gentrin®), em trés diferentes

concentrag¢des comparados ao controle por ceftriaxona (30pg).

2. Material e Métodos
Trata-se de um estudo quantitativo. As andlises bacteriol6gicas foram realizadas segundo Hagman & Greko (2005). O
teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizado conforme a técnica proposta por Bauer et al. (1966), com modifica¢6es

propostas pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards.
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2.1 Coleta de material

Nesta pesquisa foi avaliada a secrecdo uterina de 10 cadelas, acometidas por piometra, atendidas em diferentes clinicas
veterinarias na cidade de Porto Velho — Ronddnia, com idade relatadas entre 3 a 14 anos de vida, sendo a média de 7 anos,
heterogéneas entre as racas como também a auséncia dela, apds a avaliacéo e identificacdo dos sinais clinicos como: vomito,
prostracéo, inapeténcia, hipotermia, hipertermia, como ou sem descarga vaginal, associado ao histérico clinico, sendo entdo na
sequencia enviadas para o exame complementar de imagem (ultrassonografia), sendo marcado entdo apdés isso a realizacdo do
procedimento cirlrgico. Para a realizacdo de uma andlise bacterioldgica foram coletadas por uma incisdo uterina, ap6s a
ovariohisterectomia, utilizando um swab estéril. Esse swab foi semeado em um tubo de ensaio contendo 5ml de caldo BHI (Brain

and Heart Infusion) como enriquecimento, sendo incubado por 24/48h 36°C em aerobiose.

2.2 Avaliacdo microbiologica

As amostras em BHI apds as 24h foram repassadas para eppendorf + Glicerol 15% e congeladas. Apds a descongelacdo
as amostras foram semeadas, empregando a técnica de esgotamento por estrias, em meio Levine Agar (E.M.B) e Mannitol Salt
Agar (M.S.A, EUR PHARMA/USP) sendo esses dois meios seletivos, em seguida foram observadas as caracteristicas
morfotintorias e pelas técnicas de rotinas bioquimicas laboratoriais, foram realizadas a catalase, fermentacéo de trés agucares,
sendo eles a lactose 1%, sacarose 1% e glicose 0,1% e também o teste de coagulase. As coldnias foram entdo replicadas em meio
Agar soja por 24h para realizagdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Foi empregando o método de difusdo de discos,
incubadas por mais 24horas em aerobiose no meio de Mueller Hinton (M.S.A, EUR PHARMA/USP), para o teste de resisténcia
a antimicrobianos, por disco-difusdo (Kirby-Bauer) de Ceftriaxone (30g) sendo esse o pardmetro de controle, e Gentamicina
de infusdo intrauterina (Gentrim®) em trés diferentes contragdes, sendo elas de 300mg, 200mg e 150mg, sendo que essas trés
concentragcdes foram impregnadas em disco de papel filtro Quanty®, produzidos utilizando um perfurador de papel em metal
T202-2®, embalado e autoclavados a 127°C por 15 minutos, a concentracdo de 300mg é a comercial do Gentrin®, as demais
foram preparadas manipuladas a partir da comercial, sendo a para a de 150mg dilui-se 1/1 de solucéo fisioldgica NaCL 9%, e
para a de 200mg 0,66ml (Gentrin®300mg) para 0,44ml de NaCL 9%, apo6s o periodo de incubagdo, foram interpretados pela
realizacdo das medidas de didmetros do halo de inibicdo do crescimento dos microrganismos, seguindo a interpretacdo

estabelecida conforme a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute®).

3. Resultados

Foram coletadas 10 amostras de secre¢des uterinas de 10 cadelas, com idade entre 3 a 14 anos (Média 7anos), sendo
que 70% delas apresentavam idade > ou = a 5 anos, nenhuma dessas cadelas apresentavam historico de utilizacdo de
anticoncepcional a base de progestagenos, sendo que 40% delas eram nuliparas e 60% pluriparas. Sendo 60% de cadelas
braquicefalicas e 40% dolicocefalicas, compreendidas por Sem Raca Definida - SRD (10%), Amerrican Bully (20%), Buldogue
Francés (20%), Chow Chow (10%), Shih Tzu (10%), Poodle (10%), Pug (10%) e Rottweiler (10%).

As amostras foram semeadas em meios de crescimento Agar Levine (E.M.B) seletivo para as Enterobactérias, sendo a
principal causadora de piometra dessa familia o género Escherichia spp. e o Agar Mannitol Salt (M.S.A, EUR PHARMA/USP)
para os Staphylococcus spp.

Nas amostras analisadas houve crescimento de Escherichia spp. em 40% (amostras 1, 2, 3 e 8) o teste de catalase
confirmou o género Staphylococcus spp. (amostras 1, 2, 3 e 8). Para o teste de coagulase positivaram as amostras 1, 2 e 3 e
negativou a 8.

Para E. coli houve crescimento em 60%, sendo as amostras 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10, amostra oito houve crescimento para

ambos os géneros.
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No teste de susceptibilidade “in vitro” dos microrganismos isolados das dez amostras de contetdo intra-uterino frente
ao antimicrobianos Ceftriaxone 30ug (Controle) e aos tratamentos de Gentamicina (Gentrin®) a 300mg, 200mg e 150 mg, sendo

os valores de diametro do halo de sensibilidade dos Staphylococcus spp. demostrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Diametro do halo de sensibilidade “in vitro” dos agentes microbianos, isolados frente a Ceftriaxone 30ug e trés
diferentes concentracdes de gentamicina em Agar Mannitol.

Antibiético Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 8
Ceftriaxona (30ug) 25mm 32mm 40mm 28mm
Gentamicina 150mg 20mm 25mm 28mm 22mm
Gentamicina 200mg 23mm 26mm 30mm 23mm
Gentamicina 300mg 23mm 28mm 34mm 24mm

Fonte: Autores.

Na Tabela 2, podemos observar a sensibilidade frente ao antimicrobianos Ceftriaxone 30ug (Controle) e aos tratamentos

de Gentamicina a 300mg, 200mg e 150 mg, aos agentes do género Escherichia spp.

Tabela 2 — Didmetro do halo de sensibilidade “in vitro” dos agentes microbianos, isolados frente a Ceftriaxone (30ug) e trés

diferentes concentra¢des de gentamicina em Agar Levine (E.M.B).

Antibiético Amost. 4 Amost. 5 Amost. 6 Amost. 7 Amost. 8 Amost. 9 Amost. 10
Ceftriaxone 25mm 26mm 28mm 25mm 25mm 26mm 25mm
(30ug)

Gentamicina 20mm 20mm 18mm 17mm 20mm 22mm 22mm
150mg

Gentamicina 18mm 22mm 20mm 20mm 18mm 20mm 18mm
200mg

Gentamicina 24mm 24mm 22mm 22mm 25mm 24mm 22mm
300mg

Fonte: Autores.

De acordo com os padrdes de didametro de zona, e concentragdo inibitdria minima para patégenos veterinarios,
estabelecidos pela CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute®) que estabelece como sendo halo > 21mm para
sensibilidade, 18mm a 20mm como intermediério e < 1,7mm como sendo resistente para Escherichia spp. como também para
Staphylococcus spp.

A sensibilidade do Staphylococcus spp. a ceftriaxone (30ug) se demostrou sensivel em 100% das amostras, para
Gentamicina 150mg, 75% (3/4) das amostras foram sensiveis e 25% (1/4) intermediarias, ja para Gentamicina a 200mg e 300mg,
100% das amostras demonstraram-se sensiveis.

Ja os resultados da sensibilidade das amostras de Escherichia spp. 100% foram sensiveis a Ceftriaxone (30ug), para
Gentamicina a 150mg, foram sensiveis 28,57% (2/7) das amostras, 57,14% (4/7) intermediarias e 14,28% (1/7). Para
Gentamicina a 200mg, apresentaram sensibilidade 14,28% (1/7) e intermediarias para 85,72% (6/7) das amostras. Os halos de

susceptibilidade para a Gentamicina a 300mg apresentou 100% de sensibilidade para todas as amostras avaliadas.
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4. Discussao

O aumento do nivel de progesterona sérica desencadeia a suscetibilidade ao desenvolvimento e instalacéo de bactérias
no Utero, levando a um processo infeccioso, no complexo hiperplasico endometrial cistico-piometra, sendo esse entdo
influenciado diretamente pelo desequilibrio hormonal, associado a maior ou menor viruléncia das bactérias envolvidas (Chen, et
al., 2003).

Foram selecionadas 10 cadelas para esse estudo sendo esse nimero proximo ao trabalhado por Cyrino (2020), com um
n = 7 cadelas, em que também realizaram o isolamento de bactérias de secre¢do de piometra.

As cadelas estudadas nessa pesquisa apresentaram sinais clinicos compativeis com piometra e o diagnéstico foi fechado
com auxilio de exame complementar de imagem a ultrassonografia, com presenga de contelido luminal uniforme com a
opacidade alterada de anecoico para hipoecéico, indo ao encontro do estabelecido por Hagman et al. (2006) de que para fechar
o diagnostico de piometra, faz-se necessario a jungdo da anamnese, avaliacéo fisica e ultrassonogréfica.

As alteracbes hormonais geralmente estdo presente em cadelas de meia vida a idosas, sendo nessas a maior
probabilidade de ocorréncia, porem ndo deixando de uma forma menos frequente, de ocorrer nas cadelas jovens (Whitehead,
2008). Houve diferenca significativa entre o peso das fémeas, e uma menor entre a idade média, conforme j& vem sendo
demonstrado na literatura por Smith (2006); Verstegen et. al. (2008), Kida et. al. (2010) e por Cyrino (2020).

Sendo que comumente a faixa etdria de acometimento, estd na idade média de vida das cadelas, sendo a média
encontrada nessa pesquisa de 7 anos, bem préximo aos 6,6 anos encontrados na pesquisa feita por Ribeiro (2019), que também
demonstrou auséncia de prevaléncia racial, o que ja havia sido afirmado por Niskanen (1988), e também pode ser demonstrado
nessa pesquisa, Cyrino (2020) em estabeleceu a média de 7,0 £ 3,4 anos.

Porem 70% (7/10) das cadelas no presente estudo eram braquicefalicas, podendo ser afirmado que ndo houve um
predominio racial, mas sim por um grupo de ragas que tem em comum caracteristicas de conformacao anatdmica, justificando-
se por esse grupo apresentar dificuldades reprodutivas, necessitando de uma maior intervencdo com biotecnologias reprodutivas,
como a inseminacdo artificial, quando essa realizada por profissionais inexperientes ou até menos por proprietérios, predispde
entdo a inoculacdo iatrogénica de bactérias em um ambiente anteriormente estéril.

Dentre as duas bactérias estudadas, das causadoras de piometra a de maior isolamento foi a Escherichia coli, em 60%
das amostras, sendo uma possivel justificativa a estimulacdo pela progesterona para uma melhor fixagao dessas cepas nas paredes
do endométrio e miométrio (Chen, 2003), no estudo de Ribeiro (2019) essa também foi a predominantemente isolada, para
Coggan (2005) esse mesmo agente em 74,1% das amostras avaliadas, para Cyrino (2020) foi de 71,4%, ja na pesquisa de
Pinchett et. al. (2011) essa porcentagem ficou em 50%.

Foram isolados em 40% das amostras nesse estudo, as bactérias do género Staphylococcus, valores esses préximos aos
30 isolados também por Pinchett et. al. (2011), Padilha (2010) isolou 5 géneros de bactérias sendo a principal também a
Escherichia coli (48,9%) e a de menor porcentagem dentre elas os Staphylococcus, estando presentes em 2,13% das amostras.

A Ceftriaxone por ter sido demonstrada em diversos estudos como sendo uma das principais indica¢es para o
tratamento sistémico de cadelas com piometra, apresentando alta sensibilidade nos testes antibiogramas, foi assim escolhida e
utilizada como controle nos testes de antibiograma nos isolamentos de Escherichia coli e Staphylococcus spp. (Smith, 2006;
Agostinho, et al., 2014; Hagman, 2018).

Nas amostras positivas para Staphylococcus spp. (4/11), quando confrontadas aos discos de Ceftriaxone (30ug),
apresentaram halo de sensibilidade entre 25 a 40mm, confirmando assim o que foi dito por Arispe et. al. (2013), de que a
resisténcia a ceftriaxone pelos Staphylococcus spp. € muito baixo ou até nula.

Carmona e colaboradores (2008), também atestaram uma grande sensibilidade dos Staphylococcus spp. frente a

gentamicina, sendo esse um antibiotico de elei¢do na medicina veterinaria para o combate desses agentes. Ja no estudo de Tulcan
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& Catherine (2018) os Staphylococcus spp. coagulase positiva, apresentaram 72% de resisténcia a gentamicina, neste estudo
75% (3/4) das amostras isoladas Staphylococcus spp. eram coagulase positiva, estando em desencontro aos dados supra citados,
uma vez que houve 100% de sensibilidade, para as trés diferentes concentracbes empregadas (Gentrin® 300mg, 200mg e
150mg).

Segundo Padilha (2010) ao isolar Escherichia coli de secre¢do de piometra caninas, as amostras demonstraram-se com
100% de sensibilidade quando confrontadas com a gentamicina e Ceftriaxone no antibiograma.

Semelhantemente aos dados encontrados nessa pesquisa, em que todas as amostras isoladas de  Escherichia coli
apresentaram sensibilidade a ceftriaxone como também a gentamicina (Gentrin® 300mg), porem essa eficacia diminuiu
significativamente com as concentracdes menores pela diluicdo da gentamicina (Gentrin®300mg) para a concentracdo de 150mg
e 200mg, se apresentaram sensiveis 28,57% e 14,28% respectivamente, quando confrontados com 100% de amostras sensiveis
para a gentamicina Gentrin® 300mg, ficou-se evidente que a utilizagdo empregada deve ser da concentracdo comercial, ndo
devendo assim haver dilui¢do dela durante o uso para infuséo uterina em cadelas.

A Gentrin® Infusdo Uterina, tem como principio ativo a gentamicina (300mg/ml), para lavagem uterina com indicacdo
no tratamento das endometrites e metrites, nos eqtiinos, bovinos e suinos causadas por: Escherichia coli, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Corynebacterium pyogenes, Pseudomonas spp., Klebsiella spp., Shigella spp., Samonella spp., Proteus spp.
variando a dosagem de 50ml a 200ml por infuséo.

A Gentrin® ndo tem indicagdo em bula para utilizagdo por infusdo intrauterina em cadelas com patologias infecciosas
do trato reprodutivo, tais como as do complexo hiperplasico endometrial cistico-Piometra, sendo assim fez-se necessario esse
estudo para confrontar esse produto frente a sensibilidade das duas principais bactérias envolvidas; a Escherichia coli e
Staphylococcus spp. na infecgdo nesse complexo nas fémeas caninas.

Afim de viabilizar, preconizar e padronizar o uso da Gentrin® no tratamento da piometra canina, a dose empregada
para tal, tem sido por nos utilizada na rotina clinica, na dosagem de 1ml/kg de peso corporal, com esse estudo ficou claro a
necessidade de darmos continuidade na busca por tratamentos eficazes para piometra, como também certificar e validar esse
principio ativo na apresentacdo de infusdo uterina, para o tratamento de piometra em cadelas.

Além da busca por protocolos alternativos e seguros para reestabelecimento da sadde reprodutiva da cadela, também
tem sido despertado por varios pesquisadores a necessidade de uma eficiéncia no controle principalmente da E. coli, por tratar-
se de um agente zoonético.

Agostinho (2014) em seu estudo chama a atengdo severamente para a estreita relagdo entre os caes e humanos, e trabalha
com a resisténcia dessa bactéria isolada em piometra, e fatores de risco para 0 homem (Van Den Bogaard & Stobberingh, 2000;
Guardabassi, et al., 2004). A resisténcia de cepas de E. coli isoladas de piometra ja foi relatada por diversos autores (Coggan, et
al., 2008; Carlos, et al., 2012; Huber, et al., 2013; Inoue, et al., 2013).

Foram demonstradas que cepas de E. coli isoladas das fezes como também de piometra, ja apresentaram
multirresisténcias em estudos anteriores para cefalotina, ampicilina, ciprofloxacina, norfloxacina e gentamicina, como descrito
por Coggan et al. (2008), Siqueira et al. (2008), Inoue et al. (2013), como também foi apresentado nas duas concentragdes mais

baixas de dilui¢bes de Gentrin® no presente estudo.

5. Concluséo

Foram isoladas Escherichia coli e Staphylococus em secre¢Bes uterinas com piometra, que se demonstraram sensiveis
no antibiograma, para o controle a base de ceftriaxone (30ug) e para o tratamento a base de gentamicina (Gentrin® 300mg), com
menor eficicia para as diluicbes de 200mg e 150mg, sendo a de Gentrin® 300mg indicada para o tratamento da piometra em

cadela por infus&o uterina.
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