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INTRODUCAO

A piometra é caracterizada por ser uma infeccdo bacteriana no trato
reprodutivo de cadelas, estando presente com frequéncia na rotina da
clinica de pequenos animais'?3. Geralmente, acomete fémeas de meia
idade e idosas, sendo que 25% das cadelas sdo diagnosticadas com
piometra antes dos dez anos de idade*. Essa enfermidade apresenta
manifestacdes clinicas locais e sistémicas, sendo sinais comuns:
prostragdo, anorexia, émese e descargas vulvares purulentas®?®. Sabe-se
que algumas ragas sdo mais predispostas a serem acometidas com essa
patologia, como Boxer, Cocker Spaniel, Collie, Golden Retriever,
Labrador, Pinscher, Rottweiler, Sdo Bernardo, Schnauzer e Chow-Chows®.

A patogénese da piometra ainda ndo é totalmente compreendida, porém
sabe-se que alteragdes hormonais de estrégeno e progesterona podem
afetar as células epiteliais do Utero e facilitar a colonizacdo, aderéncia e
crescimento de bactérias que ascenderiam do trato intestinal do proprio
hospedeiro®®. Ainda, estudos sugerem que a administragéo de horménios
esteroides, para evitar a reproducdo, pode aumentar a predisposicdo da
piometra®.

Diversos microrganismos podem ser causadores da piometra, sendo
Escherichia coli a principal bactéria associada a essa doenca®*. Entretanto,
em muitos casos, nenhum microrganismo é isolado, mesmo com sinais
clinicos caracteristicos presentes. Ha diversas hip6teses que tentam
justificar esse fendmeno, como a possibilidade da reducéo da sensibilidade
no isolamento pelo uso de antimicrobianos previamente & coleta do
espécime. Além disso, acredita-se que existem microrganismos que se
desenvolvem apenas em condicdes e meios de cultivo especificos, ndo
sendo utilizados comumente na rotina laboratorial2. Mesmo recorrente,
nenhum estudo tentou elucidar essas hipdteses através de biologia
molecular. Uma das técnicas que poderia auxiliar na avaliacdo dessas
hip6teses e no diagnostico é a extracdo de DNA diretamente do contetido
uterino seguida da amplificagdo e sequenciamento do gene do RNA
ribossdmico 16S (rRNA) para a identificagdo da espécie bacteriana
associada a esses casos’.

Portanto, o presente trabalho objetivou avaliar a presenga de
microrganismos em casos de piometra negativos nas técnicas de cultivo
convencionais do conteldo uterino, por meio de técnicas de biologia
molecular e, assim, ajudar a elucidar a patogénese dessa doenga.

METODOLOGIA

submetidas ao BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), sendo
comparadas com as sequéncias depositadas no banco de dados. Resultados
de similaridade >97% foram considerados como a mesma espécie®l.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cadelas diagnosticadas com piometra pelo Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Minas Gerais (HV-UFMG) foram submetidas a
cirurgia ovariohisterectomia (OH), sendo este o tratamento de escolha.
Posteriormente, foi realizada a punc&o aspirativa do contetdo uterino. Os
espécimes clinicos permaneceram resfriados a 4 °C até o momento do
processamento, que aconteceu em até 24 horas ap6s a coleta. Todos 0s
procedimentos foram aprovados previamente pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UFMG sob o protocolo n° 51/2015.

Os contetdos uterinos foram plaqueados em agar Mueller Hinton (Kasvi,
Italia) suplementado 5% com sangue equino e dgar MacConkey (Kasvi,
Italia). Posteriormente, foram incubados a 37 °C durante 48 horas em
aerobiose e anaerobiose. Os isolados bacterianos obtidos foram
identificados a partir da espectrometria de massas, sendo aceito o valor de
log>2,3 seguindo as recomendacdes do fabricante (MALDI-ToF MS;
Bruker Daltonics, Alemanha)®. Sendo as amostras positivas no
crescimento bacteriano convencional excluidas do presente estudo.

Objetivando a identificacdo de microrganismos ndo cultivaveis nos meios
de cultivo usados nas etapas anteriores, 0s contetidos uterinos negativos
para crescimento bacteriano foram submetidos a extracdo de DNA pelo
método da guanidina com lisozima®, o DNA obtido foi submetido a técnica
de PCR para amplificagdo do RNA ribossémico 16S presente em
bactérias’. Posteriormente, foi realizado o sequenciamento genético das
amostras pelo método de Sanger'®. As sequéncias encontradas foram

Foram obtidas 55 amostras de conteido uterino de cadelas com piometra,
as quais foram submetidas a cultura bacteriana. Trinta (55%) animais
foram positivos para E. coli no conteGdo uterino e doze (31%)
apresentaram crescimento de outro patégeno. Oito amostras (14,5%) nédo
apresentaram crescimento microbiano e foram submetidas a extragéo do
DNA e a PCR 16S. Cinco amostras apresentaram amplificacdo e foram
submetidas ao sequenciamento. Em duas amostras foi possivel determinar
0s microrganismos envolvidos, sendo Porphyromonas salivosa em um
animal e um representante da familia Pasteurellaceae em outro céo.

A bactéria P. salivosa e representantes da familia Pasteurellaceae séo
microrganismos gram-negativos encontrados na microbiota oral dos cées
podendo causar doengas periodontais, apresentando sintomas como mau
hélito, inflamagbes na gengiva, formacdo de tartaro entre outros
problemas!?13.1415 Esses microrganismos, normalmente, ndo apresentam
bom crescimento nos meios de cultivo comumente utilizados para
diagndstico, necessitando de condicBes especificas'?1314, Isso justifica a
deteccdo dessas bactérias apenas pela PCR 16S. O presente trabalho
levanta a hipotese da microbiota oral agir como fonte para ocorréncia de
piometra, similar ao ja descrito para infecgBes renais, cardiacas e
hepaticas'?(Fig. 1).

Figura 1: Disseminacao sistémica de bactérias da microbiota oral através
da corrente sanguinea para diversos drgdos (Fonte: arquivo pessoal).

Esse foi o primeiro trabalho demonstrando tais espécies bacterianas como
causadoras da piometra em cadelas, sugerindo uma nova origem da
infecco uterina.

CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo demonstra que a piometra canina pode ser ocasionada por
bactérias comumente presentes na microbiota oral de cdes, sugerindo uma
via adicional na patogénese dessa doenga. Desse modo, sugerimos que a
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piometra canina pode ser causada por microrganismos da microbiota oral
de caes, seja por disseminagdo através da corrente sanguinea ou até
mesmo, pela lambedura comportamental dos caes. E aceito na literatura
que a disseminagdo de bactérias da microbiota oral através da corrente
sanguinea ocorre em outras doencgas, como endocardite, infeccdo renal,
pulmonar e hepética. Assim, é refor¢ado a importancia da manutencéo da
salde oral em cdes e dos métodos de diagndstico molecular, uma vez que
a partir dessas técnicas foi possivel identificar microrganismos que ndo
apresentaram crescimento microbiano em meios de cultivo.
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