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ABSTRACT: Endometritis is recognized as a major reproductive problems in equine
species, causing damages related to decreased fertility, embryonic death, abortions
and early animals disposal. Among the different etiologic factors, fungal endometritis is
an often cause related to decreased mare’s fertility. Accordingly, two experiments were
conducted to evaluate the sensitivity of Dermatobac ® (Probac, S&do Paulo, Brazil),
microculture system originally developed for the isolation of fungi that concerns Human
Medicine at ambulatory conditions. In Experiment 1 standard (ATCC) strains of
Candida albicans, C. glabrata, C.tropicalis, C. krusei, Aspergyllus sp, were grown and
visually analyzed for 7 days. For Experiment 2, 34 mares were selected and subjected
to harvesting material for completion of uterine cytology as well as seeding with
Dermatobac. After 24h of cultivation was possible macroscopic observation of Candida
and Aspergyllus strains (in experiment 1). From the 34 mares surveyed in Experiment
2, five animals showed the presence of yeast on cytologic slides (14.71 %), results also
confirmed sowing in Dermatobac ® system (100% sensitivity). The Dermatobac ®
system proved to be efficient for the macroscopic diagnosis of fungal endometritis in

horses, showing information after 2 days of culture.
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RESUMO: A endometrite € reconhecida como um dos principais problemas
reprodutivos na espécie equina, determinando prejuizos relacionados a queda
da fertilidade, morte embrionaria, abortamentos e descarte precoce de animais.
Dentre os diferentes fatores etioldgicos, a endometrite fingica representa uma
causa frequentemente relacionada a reducdo de fertilidade na égua. Nesse
sentido, dois experimentos foram realizados para avaliar a sensibilidade do
Dermatobac® (Probac, S&o Paulo, Brasil), sistema de microcultivo
originalmente desenvolvido para o isolamento de fungos de interesse em
Medicina Humana em condi¢cbes ambulatoriais. No Experimento 1 cepas
padrdao (ATCC) de Candida albicans, C. glabrata, C.tropicalis, C. krusei e
Aspergyllus sp foram semeadas no sistema Dermatobac®, acompanhando-se
o crescimento fungico visualmente por 7 dias. Para o Experimento 2 foram
selecionadas 34 éguas, submetidas a colheita de material uterino para o
plagueamento asséptico em sistema Dermatobac® e realizacdo de esfregacos
para pesquisa direta de fungos (Controle). Apds 24 horas de cultivo foi possivel
a observacdo macroscopica das cepas de Candida sp e Aspergyllus sp
(Experimento 1). Das 34 éguas pesquisadas no Experimento 2 foi constatada a
presenca de leveduras nas laminas citoldgicas de 5 animais (14,71%),
resultados também confirmados na semeadura no sistema Dermatobac®
(sensibilidade de 100%). Houve crescimento microbiolégico em 9 microcultivos
nao confirmados através citologia endometrial (especificidade de 86%),
resultado que ndo comprometeu a eficiéncia do sistema Dermatobac® tendo
em vista que todos os contaminantes apresentaram morfologia diferenciada e
tempo de crescimento superior (p<0,05) ao apresentado pelos agentes
etiologicos das endometrites fungicas equinas. Conclui-se que o0 sistema
Dermatobac® mostrou-se eficiente para o diagndstico macroscopico da
endometrite fungica em equinos, gerando informag@es visuais a partir de 2 dias

de cultivo.

Palavras chave: Endometrite fungica, citologia uterina, Dermatobac®, éguas.



INTRODUCAO

A endometrite corresponde a um processo inflamatorio envolvendo a
camada superficial do Utero chamada endométrio (Brinsko et al., 2011). A
patologia pode ser classificada em endometrite infecciosa, endometrite
persistente induzida pelo coito e endometrite crénica também denominada
endometrose (Troedsson, 1999).

A etiologia e fatores predisponentes da endometrite na égua envolvem
defeitos anatdmicos na conformacdo vulvar, histérico de partos distocicos,
retencdo de placenta, infeccbes iatrogénicas e em animais suscetiveis pode
ocorrer apds a monta (Troedsson, 2006, Palm et al.,2008).

Uma grande diversidade de fungos e bactérias podem estar envolvidos
nos processos infecciosos do endométrio. De acordo Dascanio (2007), os
fungos correspondem a microorganismos oportunistas frequentemente
apontados como agentes etiolégicos das endometrites em equinos. Alguns
fatores de risco como imunossupressao, manipulacdo excessiva durante a
realizacdo de biotécnicas reprodutivas, abuso no uso de antibiéticos,
conformacdo perineal alterada, idade e multiparidade podem aumentar a
incidéncia das endometrites fungicas (Silva & Alvarenga, 2011). As espécies
de fungos mais comumente isoladas dos quadros de endometrite pertencem ao
género Candida spp e Aspergillus spp (Tibary et al., 2007), espécies
leveduriformes que podem ser identificadas através de exame microscépico
direto realizado a parti de citologia esfoliativa endometrial.

O diagnostico da endometrite pode ser realizado através de exame
ginecoldgico, palpacédo retal, ultrassonografia transretal, citologia e cultura de
contetdo uterino (Card, 2005; Aguilar, 2006). Entretanto, a dificuldade de
implantacdo de um método diagndstico confidvel tem sido um grande desafio,
causando diagndsticos falso-positivos ou falso-negativos, comprometendo a
avaliacao clinica do animal (Nielsen, 2005; Overbeck et al, 2011).

A citologia uterina tem sido descrita como um método rapido e confiavel para
obter informacgdes sobre o estado de inflamacéo endometrial (Cocchia et al.
2012), sendo citado como o método mais sensivel e precoce para o diagnostico
de endometrite, permitindo o diagnostico de endometrites causadas por fungos
e bactérias (Walter et al., 2012; Woodward & Troedsson, 2013). Porém a falta
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de familiaridade com a técnica e a dificuldade apresentada por muitos
profissionais durante a avaliacdo dos esfregacos pode gerar avaliacées pouco
confiaveis (Liu & Troedsson, 2008; Woodward & Troedsson, 2013).

Para cultura uterina se utilizam amostras provenientes de lavagem,
citologia ou biépsia endometrial (Troedsson 2011). A cultura deve ser realizada
com muita higiene e cuidado pelo grande risco de contaminacdo (Liu &
Troedsson, 2008). Embora a cultura tenha se mostrado uma ferramenta Util
para o diagnostico de endometrite, resultados falso-positivos relacionados a
contaminacdo dos instrumentos durante as colheitas tem representado um
problema frequente, limitando a aplicabilidade da técnica em condi¢cbes de
campo (Woodward & Troedsson, 2013). Como a maioria dos centros equestres
encontra-se distante das grandes cidades, outra limitacdo importante
representa a dificuldade de envio de amostras biolégicas para o cultivo e
isolamento laboratorial (LeBlanc, 2007; Overbeck et al, 2011).

Estudos anteriores demonstraram que a utilizagdo de um Unico método
muitas vezes € insuficiente para o diagnostico preciso de infec¢des fangicas
(Dascanio, 2001; LeBlanc, 2009). Dessa forma, a combinacdo do exame
citolégico e cultura microbiolégica representam uma ferramenta de grande
utilidade para o diagnéstico de endometrite flngica, conferindo maior
sensibilidade diagnostica (Overbeck et al, 2011; Troedsson, 2011 ).

Recentemente foi lagado no Brasil um kit comercial para diagndstico de
fungos de interesse em medicina humana denominando Dermatobac® (Probac,
Sé&o Paulo, Brasil). O sistema possui 3 placas de microcultivo apresentando
agar Saboraud glicose, Biggy e DTM (Figura 1), que permitem nao apenas a
identificacdo de fungos filamentosos dos géneros Microsporum,
Epidermophyton e Trichophyton, como também leveduras como Candida
albicans. Em medicina veterinaria esse sistema de cultivo ja se mostrou efetivo
para o diagnostico rapido e preciso de dermatofitoses em felinos (Chaves,
2007) e caninos (Borba, 2010). Por apresentar baixo custo, facilidade de
aquisicao e dispensar uma estrutura laboratorial complexa para a identificacao
fungica o sistema apresenta grande potencial para aplicacdo na pratica clinica
veterinaria.

Este estudo tem por objetivos avaliar a sensibilidade do Dermatobac®

para o diagnostico macroscoépico das infecgbes uterinas de origem micotica,
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assim como avaliar a prevaléncia de endometrites fingicas no grupo de risco
para doenca, composto por éguas idosas, multiparas e com historico
reprodutivo de infertilidade.

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram selecionadas 34 éguas utilizando-se trés critérios de inclusao:
Idade avancada (>12 anos); conformacdo anatdbmica da genitdlia externa
defeituosa (horizontalizacéo de vulva), de acordo com Souza (2008); historico
de infertilidade apo0s inseminacdo artificial ou coberturas consecutivas. De
acordo com Silva & Alvarenga (2011) todas as condi¢cdes utilizadas para a selecdo
dos animais representam fatores de risco para a endometrite fangica. Apenas os
animais que apresentarem dois dos trés critérios foram inclusos no

experimento (Figura 2).

Experimento 1

Para avaliacdo da sensibilidade do microcultivo no Experimento 1 foram
semeadas em duplicata e assepticamente no sistema Dermatobac® cepas
padrdo (ATCC) de Candida albicans (ATCC 10231), C. glabrata (ATCC 90030),
C.tropicalis (ATCC 13803), C. krusei (ATCC 6258), Aspergyllus sp (ATCC
16404), principais agentes etioldgicos das endometrites fungicas em equinos
assim como os fungos contaminantes ambientais Penicillium spp (ATCC 46767)
e Cladosporium spp (ATCC 32720). Todos os inoculos permaneceram em

temperatura ambiente e foram acompanhados visualmente por 7 dias.

Experimento 2

Para o Experimento 2 foram selecionadas 34 éguas, de acordo com 0s
critérios de inclusdo adotados, submetidas a colheita de material uterino para
realizagdo do exame citolégico e para semeadura no sistema Dermatobac®.

O material foi coletado assepticamente através de aparelho de citologia
de aco inoxidavel e escova citolégica estéril que permaneceu em contato com a
parede uterina por 15 segundos, realizando-se movimentos de rotacdo. As
amostras de conteudo endometrial foram transferidas para frascos contendo

solucédo salina estéril e transportadas para a inoculagdo nos 3 meios de cultivo
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que compde o sistema Dermatobac® sob fluxo laminar em ambiente
laboratorial. Todos os indculos permaneceram sob temperatura ambiente (ao
redor de 22°C) sendo avaliados visualmente por 3 semanas. Adicionalmente, as
amostras que resultaram em crescimento no sistema Dermatobac® foram submetidas
a cultivo microbiolégico em Agar Sabouraud Dextrose com corante Lactofenol Azul,
microcultivo e prova em tubo germinativo (ANVISA, 2004) para a identificacdo da
espécie fungica.

Como grupo controle para o cultivo microbiologico foram utilizadas as
amostras endometriais colhidas por meio de escova ginecoldgica. As amostras
foram utilzadas para confeccdo de esfregacos em laminas foscas de vidro,
evitando-se a sobreposicdo de material durante o processamento citolégico.
Todas as laminas foram fixadas em alcool metilico para posterior coloracdo
com Pandtico rapido (Defontis, 2011) e avaliacdo em microscopia de luz sob

aumento de 1000x.

Analise Estatistica

As andlises comparativas dos exames diagnésticos foram realizadas
pelo indice Kappa de concordancia, para o intervalo de confianca de 95%
utilizando-se o software computacional BioEstat (versdo 4.0) de acordo com
AYRES et al., (2005). A velocidade média de crescimento fungico no sistema
Dermatobac® foi avaliada através de ANOVA (SAS, Cary, USA). Diferencas

foram consideradas quando p<0,05.
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RESULTADOS

Apbés 24 horas de cultivo microbiolégico foi possivel a observagéo
macroscopica das cepas de Candida spp e Aspergyllus spp (colénias cremosas
e lisas, respectivamente da cor marrom e creme; Figura 3) que cresceram em
pelo menos 2 dos 3 laminocultivos do sistema Dermatobac® (Experimento 1;
Tabela 1).

O desenvolvimento do fungo Aspergyllus também foi acompanhado pela
mudanca da coloragdo do meio de cultivo DTM (de amarelo tornou-se
avermelhado), alteracdo macroscépica também evidenciada a partir de 48
horas de incubacéo.

Ja as cepas de Penicillium spp e Cladosporium spp, ambos fungos
contaminantes ambientais, precisaram em média de 80 horas para exibirem
crescimento (p<0,05) caracterizado pela observagdo macroscépica de coldnias
da cor bege clara e verde escuro, respectivamente (Figura 4). Para nenhum
dos fungos considerados como contaminantes foi evidenciado crescimento no
meio DTM antes de 200 horas.

No Experimento 2, foi constatada a presenca de leveduras nas laminas
citologicas de 5 das 34 éguas selecionadas (14,71%), resultados também
confirmados na semeadura no sistema Dermatobac®, determinando um nivel
de sensibilidade de 100%. Entretanto 4 éguas apresentaram resultados
negativos na citologia endometrial e positivas no sistema Dermatobac®. Esses
resultados foram considerados como falsos positivos (FPs), e atribuidos ao
crescimento de bactérias que apresentavam caracteristicas morfolégicas bem
diferenciadas do crescimento fungico padrédo. No exame microscopico direto
dos contaminantes foram visualizados bacilos, fechando-se o diagnéstico de
cultura bacteriana.

Outros 5 casos falso positivos foram observados (crescimento em
Dermatobac® sem confirmacgéo citoldgica), determinando a especificidade de
86% para o sistema de cultivo em teste. No entanto, o aspecto macroscépico
(aveludado e coloracdo verde escuro) e a taxa de crescimento dos
contaminantes foram diferentes do observado para os fungos patogénicos. Em
todos os casos FPs o inicio da observacdo macroscépica foi possivel em média

apos 6,2 dias da semeadura, diferindo do padrdo de crescimento observado
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para as cepas padrdo (Experimento 1) ou isoladas a partir das amostras de
campo (Experimento 1; p<0,05).

Das 5 amostra positivas em ambos os testes diagndsticos 4
apresentaram hifas hialinas e ramificadas, sugestivas de leveduras do género
Candida spp e uma foi identificada como Aspergyllus spp. Das 4 amostras
sugestivas de Candida, 2 desenvolveram clamiddsporos que confirmaram o
género como Candida albicans.

Na comparacdo dos dois métodos diagnosticos foi obtido um valor de
Kappa de 64%, resultado que indica uma boa concordancia entre a citologia e

o resultado do cultivo (p<0,05).

DISCUSSAO

As amostras de Candida spp e Aspergyllus spp que apresentaram
crescimento no sistema dermatobac no experimento 1, sSe mostram
compativeis com o esperado quando comparado com estudos anteriores em
tempo de crescimento e aparéncia macroscopica das colbnias (Trabulsi &
Alterthum, 2008). Essas caracteristicas foram evidenciadas no experimento 2 e
confirmadas em cultivo microbiolégico dando maior confiabilidade no sistema
Dermatobac.

As cepas de Penicillium spp e Cladosporium spp, como esperado
formaram colonias filamentosas, algodonosas verde escuro e bege clara, com
as mesmas caracteristicas descritas por Lacaz (2002). Essas caracteristicas
também foram evidenciadas em cinco amostras do experimento 2, que foram
atribuidas a crescimento de bolores contaminantes, e que podem estar
relacionadas com essas espécies de fungos que estdo frequentemente
presentes no ambiente (Lacaz, 2002; Trabulsi & Alterthum, 2008)

Em nosso trabalho foi encontrada uma prevaléncia de 14,71% para 0s
quadros de endometrite flngica em equinos, resultados superiores aos
reportados por estudos anteriores que indicam valores proximos a 5%
(Dascanio, 2007). Tais resultados se justificam pelos critérios de incluséo
adotados no presente estudo, utilizando apenas éguas com conformacao

perineal alterada e/ou idade avancada, caracteristicas que representam o0s
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principais fatores de risco para a doenca (Dascanio, 2001; Silva & Alvarenga
2011).

Os agentes patogénicos identificados nas amostras positivas encontram-
se em conformidade com os achados reportados por outros autores, que
apontaram Candida spp e Aspergyllus spp como o0s principais agentes
etiolégicos dos quadros de endometrite fungica em equinos (Dascanio 2007,
2001; Tibary et al., 2007).

Os resultados falsos positivos atribuidos ao crescimento bacteriano
podem ocorrer eventualmente em qualquer sistema de cultivo microbiolégico
comercial ou manufaturado para uso interno nos laboratorios de diagndstico.
De acordo com o fabricante, o sistema Dermatobac® suporta o crescimento de
bactérias do género Pseudomonas spp ou Streptococcus spp, embora as
caracteristicas macro e microscépicas permitam uma diferenciacdo segura dos
diferentes espécimes fungicos. Como esses dois agentes usualmente estdo
envolvidos em quadros de endometrite (Maischberger et al 2008), pode-se
especular que em 4 falso positivos as éguas apresentavam endometrite
bacteriana. O grande envolvimento destes géneros de microrganismos na
endometrite equina provavelmente se justifica pelo comportamento oportunista
dos estreptococos, visto que este agente € habitualmente encontrado na pele
dos animais (Brinsko et al. 2011). O isolamento de Pseudomonas aeruginosa
também tem sido observado em outros estudos envolvendo a endometrite na
espécie equina. Tais bactérias podem ser transmitidas venereamente através
da monta ou inseminagdo artificial levando a doenca clinica e falhas
reprodutivas na espécie (Tibary et al. 2007; Troedsson 2011).

Em 5 amostras foi observado crescimento de bolores ambientais,que se
deve principalmente a dificuldade da manutencdo da assepsia a campo,
contaminacdo na hora da coleta nos 6rgdos genitais externos ou da vagina
(LeBlanc, 2007; Troedsson, 2008; Overbeck et al, 2011). Essa dificuldade de
manutencdo de assepsia dificulta a utilizacdo da cultura microbiolégica como

Gnico método para diagnostico (LeBlanc, 2009).

14



CONCLUSAO

O sistema Dermatobac® mostrou-se eficiente para o diagndstico
macroscopico da endometrite fungica em equinos, gerando informacdes visuais
a partir de 2 dias de cultivo. Problemas com contaminacdo podem ocorrer
durante a colheita comprometendo a especificidade. No entanto, a baixa taxa
de crescimento e caracteristicas macroscopicas dos contaminantes favorece a
identificacdo dos FPs, ndo comprometendo a aplicabilidade do sistema

Dermatobac® para o diagnéstico da endometrites fungica em equinos.
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Figura 1 — Laminocultivo Dermatobac® apresentando as trés placas de

microcultivo DTM, agar Biggy e agar Saboraud glicose.

Figura 2 — Foto ilustrativa de regido de perineo do modelo animal utilizado
respeitando os critérios de inclusdo utilizados para triagem dos animais (A),

com secrec¢ao vaginal mucopurulenta (B).
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Figura 3 — Amostras padrbes de Candida albicans e Aspergyllus spp (ATCC)
respectivamente crescidas no sistema Dermatobac apds 48 horas de incubacéao.

w-

Figura 4 — Amostras padrdes de, Cladosporium sp, Penicilium sp (ATCC)

respectivamente que cresceram no sistema Dermatobac ap6s 80 horas.
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Figura 5 — Bolores ambientais que cresceram no sistema Dermatobac devido a

contaminacao.

Tabela 1 — Aparecimento de crescimento fungico nos meios do Dermatobac
apos 48 horas.

Género DTM Agar Sabouraud Biggy
C. albicans X X X
C. krusei X X
C. glabrata X X
C. tropicalis X
Aspergillus sp X X X

Cladosporium sp
Penicillium sp
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ANEXO
Os arquivos presentes nesse anexo sdo as normas da Revista Brasileira de
Medicina Veterinaria, juntamente com um artigo publicado nessa revista que €
deixado como exemplo disponivel no site e a aprovacdo do projeto no comité

de ética.
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Universidade DE SANTO

de Santo Amaro Comité de Etica em no Uso de

PARECER N.° 33 /2013

REGISTRO CEP UNISA N.° 33/2013 - PROJETO DE PESQUISA

Projeto de Pesquisa: “Sensibilidade do laminocultivo
(Dermatobac R) para o diagnéstico da endometrlte
fungica em equinos”.

Pesquisadores Responsaveis: : André Maciel Crespilho
Curso: Medicina Veterinaria
Prezado Pesquisador:

Ao se proceder a andlise do processo em questdo, coube a seguinte
deliberagéo:

O Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA-
UNISA), esta de acordo com os Principios Eticos, seguindo
as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa
envolvendo animais, conforme a Lei federal n® 11.794 (Lei
Arouca) que estabelece os procedimentos para o uso
cientifico de animais no pais e a Lei Estadual n® 11.977/05
que institui o Cédigo de Protegdo aos Animais do Estado de
Sdo Paulo, manifestando-se pela M do Projeto
“Sensibilidade do laminocultivo (Dermatobac R)
para o diagnédstico da endometrite flngica em
equinos”.

* Prezados Pesquisadores o CEUA solicita:
- Relatério da pesquisa ao término do prazo estipulado no
cronograma do projeto.

- Ser informado sobre qualquer alteragcdo na metodologia
informada no Projeto de Pesquisa.

Sdo Paulo, 11 de Dezembro de 2013.
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