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RESUMO

PESSOA, DANIELLE ALUSKA DO NASCIMENTO. Estudo da Microflora
residente na vagina cranial, colo e ttero de cadelas higidas, em diferentes fases do
ciclo estral, atendidas no HV/CSTR — UFCG. Patos, UFCG. 2011 40p. (Trabalho de
conclusdo de curso em Medicina Veterindria, Reproducdo Animal).

O ciclo estral das fémeas na espécie canina acarreta em alteracdes hormonais,
comportamentais e modificacdes no trato reprodutivo. Na fase de transicdo do proestro
para o estro ocorre a abertura e relaxamento da cérvix, facilitando a migracdo de
microorganismos da vagina para dtero, que podem, dependendo do estado imunolégico
do animal, causar doencas como a piometra. O objetivo do presente estudo foi
identificar quais os principais microorganismos colonizadores do trato reprodutivo de
cadelas sauddveis e relacionar a presenca desses com a fase do ciclo estral. Foram
utilizadas 13 cadelas higidas, nas diferentes fases do ciclo estral, submetidas a OSH
(ovariossalpingohisterectomia) eletiva no Hospital Veterinario da Universidade Federal
de Campina Grande, na cidade de Patos. Para a realizacdo da cultura microbiolégica
vaginal e uterina foram feitos swabs da regido da vagina cranial, colo e Utero. A partir
dessas amostras foi realizada a semeadura e isolamento dos microorganismos. A
determinacdo da fase do ciclo estral foi realizada por meio de citologia vaginal. A fase
do ciclo estral com maior percentual de microorganismos isolados foi o diestro, sendo
eles: Bacilos Gram-negativos, Bacilos Gram-positivos, Cocos Gram-positivos e
Staphylococcus.

Palavras-chaves: Cadelas. Piometra. Microflora.



ABSTRACT

PESSOA, DANIELLE ALUSKA DO NASCIMENTO. Study of the resident
microflora in the vagina cranial and uterus in bitches in different stages of reproductive
cycle, at the HV/CSTR - UFCG. Patos, UFCG. 2011 40p. (Monograph — Veterinary
Medicine, Animal Reproduction).

The reproductive cycle of bitches leads to hormonal and behavioral changes in the
reproductive tract. In the transition from proestrus to estrus occurs openness and
relaxation of the cervix, facilitating the migration of microorganisms from the vagina to
the uterus, leading to diseases as pyometra. The aim of this study was to identify the
microorganisms colonizing the reproductive tract of healthy bitches and relate their
presence to the stage of the reproductive cycle. Thirteen healthy bitches were used in the
different phases of the estrous cycle and submitted to OSH (ovariohysterectomy) in the
Veterinary Hospital of the Federal University of Campina Grande — Patos. To perform
the microbiological culture and uterine vaginal, swabs were made in the region of the
cranial vagina, cervix and uterus. From these swabs was performed the isolation of
microorganisms. The determination of cycle phase was performed by vaginal cytology.
The reproductive phase with highest percentage of isolation was the diestrus and the
microorganisms isolated from the reproductive tract of bitches were: bacilos Gram-
negative, bacilos Gram-positive, cocos Gram-positive e Staphylococcus spp.

Keywords: Bitches. Pyometra. Microflora.



1 INTRODUCAO

O cdo (Canis familiares) ¢ o mamifero canideo provavelmente oriundo do lobo
cinzento no continente asiatico ha mais de 100 000 anos, sendo considerado o mais
antigo animal domesticado pelo homem. Com a domesticacdo, essa espécie foi se
tornando cada dia mais importante na vida do ser humano, devido as suas aptidoes e seu
comportamento, fazendo com que muitos deles sejam considerados até como membros
da familia pelos humanos.

As fémeas da espécie canina sdo monoéstricas nio estaciondrias, ou seja,
apresentam mais ou menos dois ciclos estrais durante um ano, independente das
estacdes do ano, sendo o ciclo estral dividido basicamente em quatro fases: proestro,
estro, diestro e anestro. Essa € uma caracteristica propria da espécie, podendo acontecer
diferengas entre cada individuo relacionadas com a duracio de cada fase do ciclo estral.

O trato reprodutivo sofre modificacdes significativas durante as fases do ciclo,
devido a acdo de hormonios, como por exemplo, o estrégeno, também conhecido como
estradiol. Este é responsavel por desenvolver na cadela as caracteristicas do estro, sendo
uma delas a aceitacio ao macho. De acordo com os estudos de Watts; Wright e
Whithear, (1996); Feldman, (2004) € na fase de transi¢cdo do proestro para o estro que a
cérvix encontra-se relaxada, aberta e pregueada (figura 1), favorecendo a proliferacao e
migragdo de microrganismos para o utero, tanto dos ja existentes no trato reprodutivo,

como dos deixados pelo macho no momento da cépula, podendo ocasionar infeccoes.
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Figura 1 - Secg¢@o sagital do vestibulo, vagina e cérvix de uma cadela durante o anestro (A) e do proestro
/estro (B). Fonte: ETTINGER, (2004).

Com a ovulagdo hd a formacdo do corpo liteo no ovdrio e a secrecao de
progesterona, entdo a fémea entra na fase do diestro ou fase progesterdnica, na qual, a
mesma se expde por um longo periodo de tempo a progesterona produzida, que € um
hormdnio imunossupressivo, além de ser responsdvel pela manutencdo da gestacdo. A
atividade contratil do miométrio também diminui, permitindo um acimulo de secrecdes
glandulares uterinas, transformando o ttero em um 6timo local de cultivo bacteriano,
geralmente para as bactérias da flora vaginal (FELDMAN, 2004).

A colonizacdo do utero por microorganismos patdgenos determina uma
enfermidade grave chamada de Piometra que pode causar complica¢des renais,
hepéticas e sist€micas, muitas vezes ocasionando a morte da fémea.

Estudos realizados por Carneiro; Toniollo e Schocken-iturrino, (2004), Baba;
Furkata e Arakawa, (1983), Watts; Wright e Whithear, (1996) e Avila; Camargo;
Benetti e Alarcon, (2008) tém revelado que microorganismos podem colonizar o trato
reprodutivo de cadelas sadias. No entanto, na nossa regido nunca foi realizado um
estudo nesse sentido e também ndo se sabe quais sdo Os principais microrganismos
residentes no seu trato reprodutivo € nem como o manejo reprodutivo € o nimero de
cios apresentados poderdo influenciar na contaminacdo do trato reprodutivo.

O objetivo deste estudo serd, portanto, contribuir com informagdes que poderao
ajudar a compreender quais os agentes patdgenos que frequentemente colonizam o trato

reprodutivo de cadelas e como o manejo reprodutivo pode influenciar nesse aspecto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Ciclo Estral nas Cadelas

Para que as fémeas iniciem seus ciclos reprodutivos, elas devem passar por um
processo chamado de Puberdade, termo utilizado para definir o inicio da vida
reprodutiva, mais precisamente a época da primeira ovulacdo. A cadela atinge a
puberdade, em média, entre 6 e 12 meses (CUNNINGHAM, 2004).

A regulacio do ciclo estral acontece por mecanismos enddcrinos e
neuroenddcrinos que sdo os hormonios hipotaldmicos, as gonadotrofinas produzidas
pela adenohipdéfise e os esterdides secretados pelos ovarios. O controle da secre¢ao das
gonadotrofinas durante o ciclo estral exige um delicado balanco entre as complexas
interacdes hormonais. Nucleos hipotalamicos secretam GnRH, que através de um
sistema circulatério especial, chamado sistema porta hipotalamico-hipofisario (figura 1),
estimulam a adenohipéfise a secretar o hormonio luteinizante (LH) e o hormdnio
foliculo estimulante (FSH), que na corrente circulatéria promovem a sintese de
estrégeno e progesterona pelos ovarios. Estes dois tltimos exercem influéncias, através
de mecanismos de feedback positivo ou negativo, diretamente na hipdfise ou no
hipotalamo, tornando possivel a continuidade dos eventos ciclicos que caracterizam o

ciclo estral (MC’DONALD, 1989).
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Figura 2 - Esquema representativo do Eixo hipotaldmico hipofisario gonadal feminino. Fonte:
PERKINS, (2002).

O ciclo estral na cadela é dividido em quatro estdgios, de acordo com
alteracdes comportamentais e hormonais: Proestro, Estro, Diestro e Anestro. Pode ser
divido também de acordo com a fungdo ovariana: fase folicular, fase da luteinizacdo pré
ovulatéria e ovulagdo, fase luteinica e anestro (SCHAEFERS-OKKENS, 2004).

Cada fase do ciclo estral é regulada por determinado hormonio (figura 3). Picos
esporadicos de secrecdo de hormonio luteinizante (LH) e variacdoes de secrecdo de
hormodnio foliculo estimulante (FSH) liberados pela hipéfise ocorrem por todo o anestro
e sdo, com frequéncia, similares em sua magnitude ao pico periovulatério. Do inicio do
anestro em diante, existe um aumento na secrecao de FSH, que ndo é acompanhada pela
secrecao de LH, até o final do anestro, quando ocorre um aumento na frequéncia e
amplitude de pulsos de LH. O término do anestro depende das mudancas na
pulsatilidade do FSH e do LH e também da maior possibilidade de resposta ovariana as

gonadotrofinas (REECE, 1996).
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Figura 3 - O Ciclo estral canino. Fonte: MORROW, (1986).

Independentemente dos fatores iniciantes, os foliculos ovarianos desenvolvem-
se, maturam e secretam 17-B-estradiol durante o proestro. A diminuicdo da
concentragdo sérica de estradiol e o aumento na concentracdo de progesterona ao final
do proestro sdo considerados responsaveis pelo inicio da mudanga de comportamento
associada ao inicio do estro e pela inducao ao pico pré-ovulatério da secrecao de FSH e
LH. A secrecdo litea de progesterona depende do LH e prolactina hipofisarios. A
concentragdo sérica de progesterona aumenta rapidamente durante as primeiras duas

semanas apods o pico de LH e a ovulagao (JOHNSON, 2006).

2.1.1 Proestro

A média de duracdo do proestro é de 9 dias, com variacdo de 3 a 17 dias.
Durante este periodo, a fémea apresenta a vulva edemaciada e hipertrofiada, a cérvice
dilatada, o endométrio espessado, hd aumento na atividade glandular e uma descarga
vaginal hemorrédgica, causada pela diapedese eritrocitaria através do endométrio e
ruptura capilar sub epitelial. A manifestacdo comportamental da fémea caracteriza-se

pela atragdo do macho, sem permitir a copula (FELDMAN; NELSON, 1996).
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2.1.2 Estro

Em média, o estro (periodo de cruzamento) tem duracdo de 9 dias, com
variacdo de 3 a 21 dias. Durante o estro a vulva comeca a diminuir e torna-se macia. Em
geral, o corrimento vaginal persiste, mas comumente diminui, podendo permanecer
serossanguinolento ou apresentar coloracdo amarelo-palha (SCHAEFERS-OKKENS,
2004).

A cadela comeca a exibir os sinais do estro, quando a concentracdo de
estrégeno circulante comeca a declinar e a progesterona sérica aumenta. Este fato deve-
se a luteinizac@o das células da granulosa dos foliculos maduros, que passam a produzir
progesterona levando ao aumento de sua concentracdo no sangue. Na presenca do
macho, a fémea dirige a regido posterior em sua direcdo, abaixa o dorso e eleva a regiao
pélvica, exibe a regido perineal e ondula a cauda para um dos lados (OLIVEIRA;

MARQUES; NEVES, 2003).

2.1.3 Diestro

E definido como o periodo compreendido entre a parada do estro até o tempo
durante o qual a progesterona é secretada pelo corpo liteo. Apresenta duragdo de em
média 56 a 58 dias. O diestro comeca quando uma cadela previamente receptiva
abruptamente recusa a aceitar a monta de um macho. Ela pode também ndo ser mais
atrativa para os machos. A vulva retorna ao normal e ndo € mais flicida (MUSOLINO;

GHIRELLI; MORENO, 2000).

2.1.4 Anestro

E a fase de involucdo e reparo uterino, ocorrendo no final da fase latea até o
inicio da fase folicular seguinte. Nao ha alteracdo, clinicamente, capaz de distinguir o
término do diestro e inicio do anestro em fémeas nao prenhes. A duracdo do anestro nas
fémeas prenhes € de, em média, 4,5 meses, e ele vai do parto até o proximo proestro

(RODRIGUES; RODRIGUES, 2002).
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2.2 Citologia vaginal

A citologia esfoliativa da vagina consiste no estudo das células naturalmente
descamadas ou retiradas artificialmente da superficie dos tecidos. A mucosa vaginal e as
células epiteliais vaginais sofrem alteracdes morfolégicas sob a a¢do das concentracdes
crescentes de estrégenos (figura 4). Estes estimulam a proliferagdao do epitélio vaginal,
que passa de uma espessura de poucas camadas celulares no anestro para uma espessura
de 20 a 30 (até 100-150) camadas de células no fim do proestro. O afastamento das
células epiteliais da membrana basal epitelial enceta um processo degenerativo de morte
celular associado a queratinizac¢do (cornificacdo) citoplasmatica (ALVES; MATHEUS;
COSTA, 2002). E uma das técnicas citolégicas mais utilizadas na pratica veterindria

com o objetivo de otimizar o acasalamento de animais (RAPOSO; SILVA, 1999).

Tibode caliits - e = - Proporcoes aproximadas
Hipc ds celuia epiteal i : . cta eéluias epiteliais ao longo do ciclo

Proestro | Estro ; Diestror |  Ansstrc
] T

— ! 0 :

PARABASAL
INTERMEDIARIA [T % - :
i i

| .

e cornificagdo

) SUPERFICIAL

(SUPERFICIAL)
b ANUCLEAR
ESCAMOSA

Figura 4 - Alteracdes citoldgicas nas células vaginais, durante o ciclo estral. Fonte: JOHNSON, (2006).

Aumento da maturidade

O swab € inserido na comissura dorsal da vulva, de modo a evitar a fossa
ventral do clitdris, visto que as células escamosas superficiais queratinizadas presentes
neste local podem influenciar a interpretacao citoldgica. Avancga-se o em um angulo de
45 ° para cerca de metade do comprimento da haste, gira-se o swab e puxa-o para fora.
Em seguida, esfrega-o em uma lamina de vidro, deixa-o secar e logo apds realiza-se a
coloragdo mais comumente pelo método pandtico rdpido. Nenhum efeito colateral

negativo € relatado para este procedimento (KUSTRITZ, 2006).
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Quatro tipos de células do epitélio da vagina podem ser identificados mediante
citologia esfoliativa. Pela ordem, da célula mais profunda e mais imatura até a mais
superficial e madura, constatam-se as células basais, parabasais, intermedidrias e
superficiais (HENSON, 2003).

As células basais localizam-se ao longo da membrana basal e originam outros
tipos de células epiteliais observadas no esfregaco vaginal (THRALL; OLSON, 1999).
Nicleos arredondados e quantidade escassa de citoplasma basofilico caracterizam estas
pequenas células. Devido a sua profunda localizacdo, as células basais raramente sdao
observadas nas preparacdes vaginais (HENSON, 2003).

As células parabasais sdo as menores células epiteliais observadas no exame
citolégico de rotina das amostras da vagina. Estas células apresentam alta proporg¢ao
nucleo: citoplasma, nicleos arredondados de tamanho e forma uniformes e citoplasma
basofilico. As células parabasais que contém vactolos citoplasméticos sao denominadas
células espumosas; o significado dos vactolos € desconhecido (OLSON et al.,1984).

As células intermedidrias variam em tamanho podendo ser classificadas em
células intermedidrias pequenas e grandes. Apresentam bordos irregulares e nicleos
geralmente menores que aqueles das parabasais (MUSOLINO; GHIRELLI; MORENO,
2000).

As células superficiais sao células grandes, mortas e irregulares que
representam o fim do processo que se inicia com as células parabasais. Morreram
devido ao espessamento da parede que as afastou do suprimento sanguineo. Sdo grandes
com bordas anguladas e achatadas, também ji foram chamadas de células

queratinizadas ou cornificadas (BEZERRA; PINA, 2004).

2.2.1 Caracteristicas citologicas nas diferentes fases do ciclo estral

Durante a fase do proestro, na citologia vaginal, a medida que aumenta a
concentragdo de estradiol, o epitélio vaginal prolifera e as hemdcias deixam os capilares
uterinos por diapedese. Ao fundo do esfregaco pode haver um aspecto de “sujeira”
devido a presenca de muco (BAKER; LUMSDEN, 1999) (Figura 5). Do inicio ao meio
do proestro, uma populacio de neutréfilos e uma mistura de células epiteliais
superficiais, parabasais e intermedidrias, pode ser observada. Quantidades varidveis de

bactérias também podem ser observadas no fundo da lamina. A medida que o proestro
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evolui, ha redugdo da quantidade de neutréfilos, com predominio de células epiteliais

superficiais (OLSON et al., 1984).

Figura 5- Fase de Proestro. Fonte: Arquivo pessoal.

O esfregaco vaginal na fase do estro permanece geralmente constante, com a
totalidade da lamina apresentando células superficiais totalmente queratinizadas
(periodo de maxima influéncia estrogénica). Eritrdcitos geralmente sdo encontrados e o
aspecto do esfregaco € claro, raramente ocorrem mudangas até o diestro (Figura 6)

(VANNUCCHI; SATZINGER; SANTOS, 1997).

Figura 6- Fase de Estro. Fonte: Arquivo pessoal.
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A fase do diestro caracteriza-se citologicamente por uma reducdo abrupta de
20% na quantidade de células superficiais € um aumento de 15% a 20% no nimero de
pequenas células intermedidrias (Figura 7). Com frequéncia, os neutréfilos reaparecem
durante o diestro. Alguns neutréfilos de cadelas normais no diestro contém bactérias

fagocitadas (HOLST; PHERMISTER, 1974).

@ e

e

Figura 7- Fase de Diestro. Fonte: Arquivo pessoal.

Na fase do anestro, durante a avaliacdo citolégica vaginal, as células
predominantes sdo parabasais e intermedidrias, durante toda a fase o aspecto da lamina
se altera minimamente. Podem ser observados neutréfilos e bactérias da flora normal. O
nimero de células é pequeno e estas se mostram bastante espacadas, sendo possivel

encontrar células com citoplasma degenerado (citélise) (WRIGHT; PARRY, 1989).

2.3 Microorganismos colonizadores do trato reprodutivo

O trato genital feminino possui uma flora microbiana residente desde suas
regides externas ao Ostio cervical. Normalmente, o utero é desprovido de
microorganismos ou transitoriamente contaminado com pequeno numero deles. A
vagina contém flora composta principalmente por espécies de bactérias anaerdbias
obrigatorias, incluindo espécies Gram-negativas e Gram-positivas. A fungdo
desempenhada pela flora normal da vagina € incerta. Entretanto, assim como em outras

superficies mucosas, a flora deve ser considerada protetora, possivelmente com a



21

exclusdo de cepas mais patogénicas. De forma mais pratica, a flora normal contém
espécies que irdo contaminar o ttero, podendo torni-lo comprometido (HIRSH, 2003).

O isolamento de microorganismos da microbiota enddgena, geralmente
considerados de pouca viruléncia, alerta para o fato de que estes ndo podem ser
desprezados automaticamente como contaminantes. Ao contrdrio, € possivel que tenham
grande importancia clinica, devido a fatores (administracdo de drogas
imunossupressoras) que podem ocasionar na modificacdo da microbiota enddgena,
provocando a infeccdo (SOUZA; SCARCELLI, 2000).

Praticamente todas as cadelas normais abrigam bactérias aerdbias no trato
vaginal, sendo as mais comuns: Pasteurella multocida, Estreptococos B-hemoliticos,
Escherichia coli, Bastonetes Gram positivos ndo classificados, Bastonetes Gram
negativos nao classificados, Subespécies de Mycoplasma, Subespécies de Pasteurella e
Subespécies de Streptococcus (SCHAEFERS-OKKENS, 2004).

A doenca uterina significativa ou algum outro fator de predisposicao favorece
o desenvolvimento de piometra na cadela, porque bactérias contaminam o utero em
cadelas normais sem haver desenvolvimento de piometra. A bactéria mais associada a
piometra é a Escherichia coli, mas outras bactérias como estafilococos, estreptococos,
Klebsiella, Pseudomonas, Proteus, Hemophilus, Pasteurella, Serratia foram isoladas do
utero de cadelas com piometra. Todas essas bactérias, em isolados tinicos ou multiplos,
foram identificadas no trato vaginal de cadelas saudaveis normais (FELDMAN, 2004).

Os microorganismos que constituem a flora vaginal normal, em sua maioria,
também sdo patdgenos potenciais. Sendo divididos em bactérias aerdbias: Escherichia
coli, Estafilococos coagulase + e -, Estreptococos alfa - e beta-hemoliticos,
Estreptococos nao-hemoliticos, Proteus, Bacillus, Corynebacterium, Pseudomonas,
Klebsiella,  Neisseria, = Micrococcus,  Haemophilus, — Moraxella, Pasteurella,
Acinetobacter, Flavobacterium, Lactobacillus e Enterobacter; e bactérias anaerdbicas:
Bacteroides  melaninogenicus,  Corynebacterium, = Haemophilus  aphrophilus,
Bacteroides, Enterococos anaerdbicos, Peptostreptococcus (hemolitico e nao-

hemolitico), Mycoplasma e Ureaplasma (JOHNSON, 1994).
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2.3.1 Escherichia coli

Pertence a familia Enterobacteriaceae, composta por bacilos Gram-negativos
de até 3 um de comprimento que fermentam a glicose e ampla variedade de outros
actcares. Sdo oxidase-negativo, catalase-positivos, fermentam a lactose e causam uma
série de infec¢Oes clinicas. A Escherichia coli é geralmente moével, com flagelos

peritriquios e frequentemente fimbriada (figura 5) (QUINN et. al., 2005).

BRYAN BRANDENBURG

Figura 8 — Escherichia coli. Fonte: www.pilotspoint.net

A colonizagdo do trato intestinal de mamiferos por E. coli de fontes ambientais
ocorre logo apds o nascimento. Esses microorganismos persistem como membros
importantes da microbiota normal do intestino por toda a vida. Muitas linhagens de E.
coli sdo de baixa viruléncia, mas podem causar infec¢des oportunisticas em localizagao
extra-intestinal, como glandula mamaria, trato urindrio e o utero. Linhagens patogénicas
de E. coli possuem fatores de viruléncia que permitem a colonizagcdo das superficies
mucosas € a subsequente producdo de doenca. Fatores predisponentes que permitem
colonizagdo e tornam os animais suscetiveis ao desenvolvimento de doenca clinica
incluem idade, estado imunoldgico, natureza da dieta e grande exposi¢do a linhagens

patogénicas (QUINN ez. al., 2005).


http://www.pilotspoint.net/
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A E. coli € uma espécie universal e, como tal, faz parte da microbiota normal
ou causa infeccdo numa vasta gama de animais domésticos e silvestres (SILVA;

CAMPOS, 2008).

2.3.2 Staphylococcus spp

O nome desse género € derivado do termo grego staphylé, que significa “um
cacho de uvas”, por causa do padrdao de crescimento dessas bactérias. Sao cocos Gram-
positivos (grupo heterogéneo de bactérias, que se caracteriza por apresentarem em
comum forma esférica, coloracdo de Gram e auséncia de enddsporos), com
aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diadmetro, imdveis, anaerdbios facultativos (i.e.,
crescem em ambas as condi¢des, aerébica e anaerobicamente) e catalase positivos
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006). Ocorrem como comensais da pele e
mucosas do trato respiratorio superior, urogenital inferior € como transitérios no trato
digestivo. Sdo relativamente estiveis no meio ambiente. Linhagens de estafilococos
exibem afinidade seletiva por espécies particulares de animais, por exemplo, o
Staphylococcus intermedius que € comumente isolado de endometrite em caes (QUINN
et al., 2005).

A infeccdo estafilocdcica apresenta-se com uma ampla variedade de sindromes
afetando muitos tecidos e € causada por trés mecanismos: destruicdo local (abcesso),

disseminag¢do pela corrente sanguinea e producgdo de toxina (SPICER, 2002).

2.3.3 Streptococcus spp.

Sdo cocos Gram-positivos, com aproximadamente 1 um de didmetro, que
formam cadeias de diferentes comprimentos. Podem infectar muitas espécies de
animais, causando infeccdes supurativas como mastite, metrite, poliartrite € meningite.
Muitas espécies vivem como comensais ha mucosa do trato respiratério superior € no
trato urogenital inferior. S3o frigeis, sensiveis a dessecacdo, catalase negativos e
sobrevivem somente por curto periodo fora do hospedeiro, por isso sdo considerados
patogenos oportunistas (QUINN etz. al., 2005).

A 1identificacdo dos Streptococcus €, até hoje, relativamente complexa e
fundamentada num sistema dicotdmico, com base na observacdo inicial das

propriedades hemoliticas das amostras. Dessa forma, sao classificados em -hemoliticos
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(quando causam a lise total das hemdcias), a-hemoliticos (causam a lise parcial das
hemécias) e gama (ndo provocam lise das hemdcias) (TEIXEIRA; MERQUIOR;
TRABULSI, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e local do experimento

Foram utilizadas 13 fémeas caninas sadias clinicamente, sendo oito sem raca
definida, duas Poodle, duas Pinscher e uma Teckel, com idades variando entre 6 meses
e 12 anos, em diferentes fases do ciclo estral, submetidas a
Ovariossalpingohisterectomia (OSH), no periodo de Junho a Agosto de 2010. Sete
dessas fémeas foram submetidas a OSH na disciplina de Anestesiologia e Técnica
Cirdrgica no Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande/
Campus de Patos — PB e as outras seis chegaram ao HV para realizacdo de OSH como

método contraceptivo.

3.2 Avaliacoes realizadas

No experimento foram realizadas as seguintes avaliacdes: coleta de material

biolégico para cultura microbioldgica vaginal e uterina e para citologia vaginal.

3.3 Coleta de material

Foram realizadas coletas de material bioldgico para avaliagdes da

microbiologia vaginal e uterina, e para citologia vaginal.

3.3.1 Microbiologia Vaginal

As amostras de contetido vaginal foram coletadas por via de colocagdo de

espéculo ginecoldgico, para melhor acesso a por¢do cranial da vagina e da cérvix, nas

quais a coleta foi feita com a ajuda de swab estéril (antes do processo cirirgico).
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3.3.2 Microbiologia Uterina

A coleta de conteddo uterino foi realizada com o auxilio de um swab estéril

apods a intervengao cirdrgica (OSH).

3.4 Realizacao da OSH

As cadelas foram sedadas com acepran e diazepam, para que a tricotomia da
area a ser cirurgiada fosse realizada, logo apds foi feita a anestesia local epidural com
lidocaina e a anestesia geral com proporfol, a indug@o anestésica foi feita com halotano,
por meio de anestesia inalatodria.

A técnica utilizada na cirurgia (figura 9) foi segundo STONE, (2007), e
respeitando todos os principios de assepsia. Inicialmente foi feita uma incisao pré retro
umbilical, pois os ovérios na cadela sdo mais dificeis de exteriorizar do que o corpo
uterino, em seguida, o corno uterino direito foi localizado com o dedo indicador, e por
meio dele localizou-se o ovdrio direito, logo apds uma pinga foi aplicada no ligamento
préprio do ovdrio (figura A) sendo utilizada para a retracdo do ovario enquanto o
ligamento suspensor foi rompido com o dedo indicador (figura B).

O pediculo ovariano foi triplamente pingado e seccionado entre a pin¢a mais
proxima do ovdrio e a intermedidria (figura C). A pinca mais distante do ovdrio foi
retirada, de modo que a ligadura do pediculo pudesse ser aplicada no sulco deixado por
ela (figura D), sendo o material utilizado nessas ligaduras do tipo absorvivel.
Seguidamente, o ligamento largo do ttero foi seccionado (figura E). Trés pincas foram
colocadas no corpo uterino imediatamente cranial a cérvix (figura F), foi realizada uma
seccdo entre as pingas proximal e intermedidria. A pinca caudal foi removida, e o utero
foi ligado por transfixacdo no sulco deixado pelo instrumento. O pediculo uterino foi
pingado com uma pinca hemostética, logo apds a ultima pinga foi removida e o pediculo
foi inspecionado para prevenir hemorragias (figura G). Por fim, foi realizada a

miorrafia, seguida da reducdo do espaco morto e sutura da pele.
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Figura 9 - Técnica utilizada na ovariossalpinghoisterectomia. Fonte: STONE, (2007).
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3.5 Analises laboratoriais
3.5.1 Citologia vaginal

Ap0s a coleta da amostra, foi realizado um “imprint” de células em uma lamina
devidamente identificada, e em seguida, essa lamina foi encaminhada para o
Laboratério de Reprodugdo dos Animais Domésticos da Universidade Federal de
Campina Grande, corada pelo método Panético Rapido® e analisada, para diagndstico

da fase do ciclo estral.
3.5.2 Cultura microbiolégica: vaginal e uterina

Os materiais coletados foram mantidos em meios de transporte Stuart, e
encaminhados para o Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de
Campina Grande, onde foram semeados por técnica de inoculagdo em placas de Petri
(figura 6) com meios de cultivo Agar sangue e Agar MacConkey, e meio de
manutencdo Brain Infusion Heart (BHI) e incubados em estufa a 37°C durante 24-48
horas. Em seguida, foi observada a presenca de crescimento bacteriano, e por meio de
uma alca flambada retirou-se parte de cada coldonia que cresceu na placa e colocou-se
em uma lamina, logo apds, adicionou-se uma gota de per6xido de hidrogénio em cada
coldnia, com o objetivo de avaliar a presenca ou auséncia de atividade da catalase (teste
utilizado para subdividir géneros: catalase-positivos aerdbios — Staphylococcus e
Micrococcus; catalase-negativos aerdbios — Streptococcus e Enterococcus), nas reagdes
positivas apareceram bolhas quando o oxigénio foi formado (figura 7). As coldnias que
cresceram nas placas foram visualizadas em laminas, com a objetiva de 100X e 6leo de
imersdo, por meio das caracteristicas morfocoloniais e morfotintoriais com o auxilio da
coloragdo de Gram, que permite classificar 0 microrganismo com base na composi¢ao
da parede celular. Os reagentes utilizados na coloracdo foram: violeta genciana, lugol,

alcool acetona e fucsina.
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Figura 10 - Técnica de inoculagdo em placa por esgotamento, para obtencdo de coldnias isoladas em

meio sélido. Fonte: QUINN, (2005).

Na primeira etapa da coloracdo o material foi submetido a acdo da solucdo de
violeta genciana, que corou todas as estruturas presentes. Na segunda etapa, a exposicao
ao lugol garantiu que as bactérias Gram positivas fixassem a violeta formando um
composto, a iodo-para-rosanilina, que resistiu a acdo da solu¢ao descorante. Por ltimo,
para corar as demais estruturas, usou-se a fucsina fenicada de Gram, que conferiu uma

coloragao vermelha as bactérias Gram negativas.

Figura 11 — Teste da catalase. Fonte: MAZA; PEZZI1.O; BARON, (2001).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse experimento estdo representados nas tabelas 1 e 2.
Das treze cadelas utilizadas, seis (45,15%) estavam em anestro, seis (45,15%) estavam
em diestro e uma (7,7%) estava em final do proestro para inicio do estro, conforme os

resultados da citologia vaginal (tabela 1).

Tabela 1 — Dados da citologia vaginal de fémeas caninas em diferentes idades e fases do
ciclo estral, submetidas 8 OSH no HV/CSTR-UFCG.

ANIMAL IDADE RACA FASE DO CICLO ESTRAL

Galega 1 ano SRD Anestro

Raposa 2 anos SRD Final de proestro e inicio de estro
Marronzinha 2,5 anos SRD Anestro
Belinha 5 anos Poodle Anestro
Laila 1,5 anos Pinsher Diestro
Pintadinha 2 anos SRD Anestro
Pretinha 6 meses SRD Anestro
Gorducha 3,5 anos SRD Diestro
Galega 2 3 anos SRD Diestro
Beethova 8 anos SRD Diestro
Xuxinha 11 anos Poodle Anestro
Paty Gomes 5 anos Pinsher Diestro
Toto 12 anos Teckel Diestro

Em relacdo ao isolamento de microorganismos, apenas dois animais (15,38%)
apresentaram-se negativos para todo o trato reprodutivo e onze (84,62%) foram

positivos para, pelo menos, uma regido do trato reprodutivo, estes resultados
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corroboram com os estudos de Stein et al., (2009); Avila; Camargo; Benetti e Alarcon,
(2008) e Schultheiss; Jones; Kesel e Olson, (1999), que isolaram bactérias do trato
reprodutivo na maioria dos animais, assim como o presente estudo.

A vagina cranial foi a regido mais colonizada por bactérias, ja a cérvix, corpo e
cornos uterinos tiveram um baixo indice de contaminacdo, valendo salientar também
que os animais positivos para essas regidoes foram os mesmos positivos para a regido da
vagina cranial.

Devido a impossibilidade de aquisicdo do material necessdrio para as andlises
naquele momento, ndo foi possivel fazer a identificacdo bioquimica dos agentes
isolados, que foram classificados somente como: Bacilos Gram-negativos, Bacilos
Gram-positivos, Cocos Gram-positivos e Staphylococcus.

A fase do ciclo estral com maior indice de isolamento foi o diestro, este
resultado estd de acordo com o estudo de Mshelia; Amin e Chaudhary, (2001), que
isolaram bactérias da vagina de quarenta e uma cadelas em diferentes fases do ciclo
estral na Nigéria, e obtiveram uma taxa de isolamento maior durante o diestro.
Igualmente ao estudo realizado por Schultheiss; Jones; Kesel e Olson, (1999) com o
objetivo de identificar a flora bacteriana do tutero de sessenta e nove cadelas sadias
clinicamente e em diferentes fases do ciclo estral, as bactérias isoladas foram:
Staphylococcus  coagulase-negativa,  Staphylococcus  aureus,  Staphylococcus
intermedius, Bacillus, Escherichia coli, Clostridium perfringens e Streptococcus beta-
hemolitico, no qual fase do ciclo estral com maior porcentagem de isolamento também
foi o diestro. Isto ocorre provavelmente por causa da acdo da progesterona nessa fase,
que devido ao seu efeito imunossupressor e a redu¢do no pH do trato reprodutivo
favorece o crescimento bacteriano.

Watts; Wright e Whithear, (1996) realizaram um estudo, no qual foram
isolados microrganismos do utero e vagina de cinquenta cadelas normais por canulagdo
uterina transcervical antes e apos a morte, este indicou que as fases do ciclo estral com
maior indice de isolamento foram o estro e o proestro, diferentemente dos resultados
obtidos no presente estudo (tabela 2). Os autores justificam seus achados devido ao
maior acesso das bactérias para o utero pelo relaxamento da cérvix nessas fases, criando

melhores condi¢Oes para o crescimento bacteriano.
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Tabela 2 — Tipos de bactérias isoladas em diferentes regides do trato genital das fémeas
caninas submetidas a OSH no HV/CSTR-UFCG.

ANIMAL vC’ CER.” CORP.UT.™ CORNO UT.™™
Galega Neg. Neg. Neg. Neg.
Raposa BGN Neg. Neg. Neg.

Marronzinha BGP Neg. Neg. Neg.
Belinha BGN Neg. BGN Neg.
Laila BGP Neg. Neg. Neg.
Pintadinha | Staphylococcus spp.  Neg. Neg. Neg.
Pretinha BGP Neg. Neg. Neg.
Gorducha BGN BGN Neg. Neg.
Galega 2 BGP Neg. Neg. CGP
Beethova BGN BGN CGP Neg.
Xuxinha BGN Neg. Neg. Neg.
Paty Gomes BGN Neg. Neg. BGP e CGP
Toto Neg. Neg. Neg. Neg.

* Vagina Cranial; **Cérvix; ***Corpo Uterino; ****Corno Uterino.

Os resultados do presente estudo reforcam o estudo de Carneiro; Toniollo e
Schocken-Iturrino, (2004) que avaliaram a microbiota normal e patogénica da vagina e
utero de vinte e oito cadelas (Canis  familiaris)  submetidas a
ovariossalpingohisterectomia. =~ Os resultados demonstraram a presenca de
Staphylococcus (76,19%), FEscherichia coli (66,66%), Streptococcus (57,14%),
Lactobacillus (33,33%), Sarcina (28,57%), Proteus (14,28), Pseudomonas (14,28),
Bacillus (19,04%), Corynebacterium (9,52%), Streptococcus lacticus (4,76%) e
Clostridium (4,76%) nas amostras da vagina de cadelas sadias. Estatisticamente apenas
E. coli, Staphylococcus e Streptococcus tiveram resultados significativos.

Ainda segundo Carneiro; Toniollo e Schocken-Iturrino, (2004), no utero das
cadelas sadias os microorganismos isolados foram Staphylococcus (42,85%), E. coli
(23,80%), Streptococcus (23,80%), Lactobacillus (19,04%), Streptococcus lacticus
(14,28%), Bacillus (9,52%), Sarcina (9,52%), Proteus (4,76%) e Corynebacterium
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(4,76%). A maioria dos microorganismos isolados do ttero sdo os mesmos isolados da
vagina, reforcando os estudos de Watts; Wright e Whithear, (1996), que também
encontraram a microflora uterina semelhante a vaginal.

Em outro estudo realizado por Baba; Furkata e Arakawa, (1983) a microflora
aerdbica e anaerdbica em oitenta e duas amostras de vagina e setenta e oito de ttero de
cadelas adultas em diferentes fases do ciclo estral é constituida mais comumente de
Bacteroides sp (55%), Streptococcus (52%), Pasteurella (34%) e Mycoplasma (43%),
para a mucosa vaginal, sendo 0s microorganismos em maior ndmero entre o0s
Streptococcus o Streptococcus agalactiae € o Streptococcus anginosus. Das setenta e
oito amostras de tutero, os microrganismos foram isolados em 48 amostras, sendo os
mais frequentes o Staphylococcus e Mycoplasma. Algumas culturas uterinas tiveram um
unico agente isolado identificado, ainda que a microflora do tutero tenha sido semelhante
a da vagina na maioria dos cultivos.

Avila; Camargo; Benetti e Alarcon, (2008) coletaram amostras de mucosa
vaginal de setenta fémeas caninas sem alteracdes clinicas perceptiveis no sistema
genital externo, com a finalidade de determinar as espécies bacterianas presentes no
canal vaginal. Das setenta cadelas, cingiienta e oito (82,8%) apresentaram bactérias no
canal vaginal, sendo respectivamente Staphylococcus epidermidis (14,2%),
Pseudomonas aeruginosa (11,5%), Proteus mirabilis (11,5%), Staphylococcus aureus
(8,6%), Escherichia coli (8,6%), Proteus vulgaris (8,6%), Streptococcus spp. (5,7%),
Klebsiella sp. (2,8%), Shiguella sp. (2,8%), Citrobacter sp. (2,8%), segundo esses
autores essas bactérias fazem parte da microflora normal da vagina de cadelas, e alguma
alteracdo no micro ambiente local ou baixa na resisténcia imunolégica do animal,

determina quadros patoldgicos, por essas bactérias serem potencialmente patogénicas.
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5 CONCLUSAO

Nas condi¢des de realizagdo do presente estudo pode-se concluir que:

® Os microorganismos isolados do trato reprodutivo de cadelas foram bacilos Gram-
negativos, Bacilos Gram-positivos, Cocos Gram-positivos e Staphylococcus;

® A fase do ciclo estral com maior porcentagem de isolamento foi o diestro,
provavelmente devido ao efeito imunossupressor da progesterona que se encontra
em niveis altos durante essa fase;

® Mais estudos sdo necessdrios no sentido de identificar especificamente quais as
bactérias que colonizam o trato genital das fémeas nas diversas fases do ciclo
reprodutivo, e associar os resultados a forma de manejo e histérico reprodutivo, o
que nao foi possivel realizar no presente estudo, uma vez que a maioria cadelas
utilizadas eram errantes, sem proprietario, impedindo a avaliacdo das condicdes de

manejo e histérico reprodutivo;
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