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Descobrindo patógenos ocultos na piometra canina: análise metagenômica e de rRNA 16S de amostras uterinas negativas para
cultura
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INTRODUÇÃO
A piometra é a doença reprodutiva mais comum em cadelas, afetando
cerca de 25% dos animais não castrados¹. Seus sintomas variam de sinais
locais, como secreção purulenta vulvar, a manifestações sistêmicas
graves, como peritonite, sepse e falência múltipla de órgãos2. Apesar de
sua relevância clínica, a patogênese ainda não é totalmente
compreendida, mas acredita-se que os hormônios facilitem a adesão e o
crescimento bacteriano no útero. Escherichia coli é responsável por mais
de 50% dos casos, embora outros gêneros de microrganismos possam
estar envolvidos, como Streptococcus, Staphylococcus e Enterococcus³.
Em contrapartida, em até 25% dos casos, nenhum microrganismo foi
isolado e identificado usando o método clássico de cultura bacteriana4,5.
Várias hipóteses foram propostas para a ausência de crescimento
bacteriano, incluindo não crescimento devido ao uso prévio de
antimicrobianos e, mais notavelmente, microrganismos não cultiváveis
em meios comumente utilizados para diagnóstico. Portanto, este estudo
teve como objetivo investigar o conteúdo uterino de cadelas com
piometra que apresentaram resultados negativos em métodos de cultura
bacteriana convencionais, usando amplificação do gene 16S rRNA,
sequenciamento de próxima geração 16S e metagenômica shotgun.

MATERIAL E MÉTODOS

Em seis amostras não foi observado crescimento bacteriano. O DNA
dessas seis amostras foi submetido à amplificação e sequenciamento do
gene 16S rRNA. Foram obtidos amplicons de três amostras de secreção
uterina purulenta, e suas sequências foram comparadas com o banco de
dados BLAST. Para entender melhor o papel e a distribuição dos gêneros
bacterianos nos quais não houveram crescimento, as amostras foram
submetidas ao sequenciamento de alto rendimento do gene 16S rRNA
utilizando o MiSeq.
Na amostra P28, Brucella spp. foi identificada por sequenciamento 16S
rRNA, representando 94% das leituras, o que é inesperado, pois Brucella
spp. nunca foi relatada como causa de piometra em cães. Para confirmar
o achado, foi realizado um ensaio de sequenciamento shotgun de PCR
visando o gene BCSP31 gêno-específico.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Das amostras testadas, 73 (92,5%) apresentaram crescimento bacteriano,
corroborando estudos anteriores 3,6,7. A E. coli foi a bactéria mais isolada,
encontrada em 48 (60,7%) das amostras. Também foram detectadas
bactérias dos gêneros Staphylococcus (10,1%), Streptococcus (8,8%),
Klebsiella (3,7%) e Enterococcus (2,5%), o que é consistente com outros
estudos3,5. Em seis amostras (7,5%) não foi observado crescimento
bacteriano. Estudos anteriores relataram variação de 5 a 30% em
amostras sem crescimento4-5, 8-10.
Na amostra P49, os gêneros Haemophilus e Aggregatibacter
representaram 70% e 23% das leituras, respectivamente. Na amostra P62,
os principais foram Porphyromonas e Fusobacterium, representando
cerca de 45% das leituras. Esses resultados, especialmente os táxons
Haemophilus e Porphyromonas, confirmaram os achados anteriores do
sequenciamento do gene 16S rRNA. Essas espécies têm crescimento
limitado ou nenhum em meios de cultura comumente utilizados para
diagnóstico, o que pode levar a subestimar sua importância como
causadoras da infecção uterina. Adicionalmente, foi observado que os
quatro gêneros mencionados são conhecidos membros da microbiota oral
de várias espécies, incluindo cães 11,12,13, e estão associados a infecções
em múltiplos locais12,14,41. As bactérias orais, como Porphyromonas spp.,
podem se disseminar pelo sangue e causar infecções urogenitais, sepse e
endocardite 11,14,15. Pesquisas adicionais são necessárias para investigar se
a piometra está relacionada à disseminação bacteriana da cavidade oral, o
que pode trazer novas perspectivas sobre os fatores de risco e a
patogênese da doença.
Na amostra P28, Brucella spp. foi identificada por sequenciamento 16S
rRNA, representando 94% das leituras, o que é inesperado, pois Brucella
spp. nunca foi relatada como causa de piometra em cães. No ensaio de
sequenciamento shotgun e PCR visando o gene BCSP31 bacteriana16,17,
foi gerado a maioria das leituras para Brucella e uma banda específica
respectivamente, confirmando a presença de Brucella spp., sugerindo
que essa bactéria zoonótica causou a piometra na cadela.
A brucelose canina pode se manifestar de forma variada, desde infecções
assintomáticas até distúrbios sistêmicos, como aborto, incapacidade de
concepção e aumento dos linfonodos19,20. No caso investigado de
piometra, não foi possível identificar com precisão a espécie de Brucella
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devido à alta similaridade genética entre elas18. A falta de coleta de
amostras adicionais, devido à dificuldade de contato com o proprietário,
impediu um diagnóstico definitivo.
Embora os cães não sejam a principal fonte de transmissão da brucelose
humana, eles podem contribuir para a persistência da infecção em uma
população. O contato próximo com cães infectados, especialmente
através de secreções vulvares em casos de piometra aberta, é um
potencial risco de transmissão zoonótica e disseminação para outros
animais19,20. O gênero Brucella já foi identificado em secreções uterinas
de um gato com piometra e de um cão saudável na mesma propriedade no
Egito. Este estudo é o primeiro a identificar Brucella sp. como causa de
piometra em cães no mundo.

CONSIDERAÇÕES FINAIS
O estudo revelou a presença de um patógeno zoonótico e outras bactérias
que não haviam sido relatadas anteriormente como causadoras de
piometra em cães, sugerindo um possível papel dessas bactérias recém
identificadas em infecções uterinas caninas.
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