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Condic¢ao microbiologica apds antissepsia da genitalia externa em éguas
Microbiological condition after antisepsis of reproductive tract in mares

Victoria Kanadani Campos Poltronieri'”, Felipe Sperandio de Mattos', Maria Aparecida
Scatamburlo Moreiral, Ytalo Galineri Henriques Schuartzl, Iara Magalhies Ribeirol, Bruna
Waddington de Freitas'

"Universidade Federal de Vigosa- UFV, Departamento de Veterinaria-DVT, Vigosa, MG, Brasil
Av. Peter Henry Rolfs, s/n - Campus Universitario, Vigosa, MG, 36570-900

Resumo

A endometrite € a principal responsavel pela diminui¢do nas taxas de fertilidade e recuperacao
embriondria em éguas e em parte, pode ser associada a contaminagdes por falhas na antissepsia das
biotécnicas reprodutivas aplicadas a espécie. O objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de
contaminagdo decorrentes de diferentes protocolos de antissepsia da genitalia externa de éguas doadoras
de embrido. Eguas sadias tiveram a vulva higienizada conforme um dos trés grupos experimentais: (G1)
sabdo de cbco; (G2) detergente neutro e (G3) clorexidina degermante 2%. Foi realizada a coleta de
material da regido da vulva, vestibulo e utero com auxilio de swab estéril. As amostras foram processadas
com objetivo de se determinar os principais microgranismos presentes, além da avaliagdo de Unidades
Formadoras de Colénia (UFC). O G1 mostrou-se mais efetivo quanto a redug@o nas contagens de UFC
em todas amostras. Por outro lado, G2 apresentou eficiéncia de 62%, sendo o tratamento menos eficiente
na redug@o da contaminagdo das diferentes regides avaliadas. A escolha adequada do agente sanitizante
utilizado na higieniza¢do de perineo previamente a intervengdes ginecoldgicas sdo de suma importancia
afim de se evitar contaminac¢des ascendentes que levem a endometrites.

Palavras-Chave: Equino, cavalos, subfertilidade, infec¢do uterina
Abstract

Endometritis is mainly responsible for the decrease in fertility and embryonic recovery rates in
mares and, in part, it can be associated with contaminations due to failures in the antisepsis of
reproductive biotechniques applied to the specie. The objective of this study was to evaluate the levels of
contamination resulting from different protocols for antisepsis of the external genitalia of embryo donor
mares. Healthy mares had their vulva sanitized according to one of the three experimental groups: (G1)
coconut soap; (G2) neutral detergent and (G3) 2% chlorhexidine degerming. It was made the collection
of material from the vulva, vestibule and uterus region with the aid of a sterile swab. The samples were
processed in order to determine the main microorganisms present, in addition to the evaluation of Colony
Forming Units (CFU). GI was more effective in reducing CFU counts in all samples. On the other hand,
G2 showed an efficiency of 62%, being the treatment less efficient in reducing contamination in the
different regions evaluated. The proper choice of the sanitizing agent used to clean the perineum prior to
gynecological interventions is of paramount importance in order to avoid ascending contamination that
lead to endometritis.

Keywords: Equine, horses, subfertility, uterine infection
Introducao

Um dos maiores problemas encontrados na reproducdo dos equinos ¢ a subfertilidade ou
infertilidade das fémeas. Dentre as patologias reprodutivas que geram esta condicdo, a endometrite ¢ a
mais comum, provocando um impacto negativo significativo sobre os indices reprodutivos (Schoniger;
Schoon, 2020). Tal condigdo se instala quando falha ou incompeténcia em qualquer um dos mecanismos
naturais de defesa uterina ocorrem (Leblanc, 2003), sejam eles fisicos, imunologicos ou linfaticos (Mattos
et al., 2003). As éguas acometidas podem apresentar dificuldade para gestar, perdas embrionarias
precoces, abortos no terco médio da gestagdo, placentites e nascimento de potros sépticos (LeBlanc e
Causey, 2009).
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A maioria dos processos inflamatorios que acometem o endométrio da fémea equina sdo
causados por agentes infecciosos (Siemieniuch et al., 2017). Isso se deve principalmente a uma disbiose,
associada a contaminacdo do trato reprodutivo por agentes patogénicos oportunistas (Rasmussen et al.,
2015). Agentes bacterianos sdo os principais causadores de endometrites na espécie, com prevaléncia de
25 a 60% (Traub-Dargatz et al., 1991). As bactérias mais comumente isoladas do ttero de tais fémeas
incluem Streptococcus equi zooepidemicus (B hemolitico), Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (Ferris et al., 2016).

Em decorréncia desse quadro, éguas portadoras de endometrite clinica ou subclinica representam
um grande impacto negativo quanto a aplicacdo de biotecnologias reprodutivas, como em programas de
transferéncia de embrides (TE) (Squires e Hon 2009; Jacob et al., 2010). A inser¢do de fémeas
acometidas por endometrite nos programas de TE gera reducdes de aproximadamente 40-45% nas taxas
de recuperagdo embrionaria (Foss et al., 1999; Squires et al., 1999), comprometendo o rendimento de
planteis especializados por aumentar os custos com tratamentos nem sempre efetivos.

Geralmente, éguas doadoras de embrido apresentam uma incidéncia maior de problemas uterinos
por serem submetidas a excessiva manipulacdo do trato genital. O processo de inseminacdo artificial e
transferéncia de embrides podem carrear bactérias e fungos da microbiota vaginal para dentro do utero,
em funcdo da manipulacdo direta de sua genitélia interna (Squires, 2013). A contaminagdo uterina pode
ser ainda mais intensa a depender da forma de higienizagdo da genitdlia externa praticada pelo
profissional responsavel pelo procedimento. Em fungdo disso e, associado ao aumento consideravel da
aplicacdo das biotécnicas da reprodugdo na criacdo de equinos, propde-se com o presente estudo a
avaliagdo do efeito de diferentes sanitizantes utilizados rotineiramente na higienizagdo da genitalia
externa sobre a microbiota vaginal e uterina de éguas candidatas a programas de transferéncia de
embrides.

Material e Métodos
Animais

Trés éguas sadias, com boa conformacdo perineal e historico reprodutivo normal, da racga
Mangalarga Marchador, com idade entre 4 a 20 anos, provenientes do Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa foram utilizadas. Todos os procedimentos foram realizados conforme
recomendagdes da Sociedade Internacional de Transferéncia de Embrides, visando mimetizar a rotina
executada por profissionais atuantes no campo. As éguas foram submetidas a rufiacdo ¢ acompanhamento
ultrassonografico para determinag@o do estro. A coleta de material se deu na ocasido da observagao de
edema endometrial e presenca de um ou mais foliculos pré-ovulatérios (didmetro > 30 mm). Todas as
éguas foram submetidas a todos os tratamentos com os diferentes agentes e distribuidas aleatoriamente,
em quadrado latino 3x3, conforme os grupos experimentais abaixo:

Grupo 1: higienizacdo realizada mediante uso de sabao de coco;

Grupo 2: higienizagao realizada mediante uso de detergente neutro;

Grupo 3: higienizacdo realizada mediante uso de clorexidina degermante 2%.

Amostras foram coletadas de diferentes regides da genitdlia feminina de cada égua para
avaliacdo microbiologica, conforme segue:

- Swab da vulva pré-higienizacao;

- Swab de vulva (fossa clitoriana) e vestibulo e pds-higienizagao;

- Exame bacteriologico do contetido proveniente do lavado intrauterino.

Coleta de amostras

Previamente a aplicagdo dos tratamentos, os animais foram contidos em troncos de contencao
individuais, onde foi possivel a suspensdo da cauda e protecdo dos pelos. A regido perineal de todos os
animais foi enxaguada com agua corrente em abundancia, para retirada do excesso de sujidades. Apos a
secagem da regido, amostras para avaliagdo microbiologica da vulva (fossa clitoriana) e vestibulo pré
higienizacdo foram coletadas. Para tanto, swabs estéreis foram utilizados. A obtencdo de amostras
provenientes de vestibulo se deu mediante utilizagdo de espéculo de Polansky. Apo6s a primeira coleta, a
higienizagdo da regido perineal foi realizada. A lavagem da regido com os diferentes sanitizantes contidos
nos grupos 1,2 e 3 foi realizada trés vezes, de forma a se retirar todos os detritos presentes. Apds enxague
com agua em abundancia e secagem com papel toalha, um pedago de algoddo umedecido com solugdo
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salina estéril foi utilizado para limpar o interior da fossa clitoriana. Novas amostras de vulva e vestibulo
provenientes da mesma area onde se deu a coleta da amostra pré higienizagdo foram obtidas.

Para amostragem de contetido uterino, optou-se por realizar o procedimento de lavado
intrauterino em baixo volume. Com auxilio de luva de palpagdo retal, infundiu-se no ttero da égua 250
mL de solucdo Ringer Lactato por meio de sonda estéril do tipo bivona. Para tanto, a sonda foi
posicionada dentro do utero a partir de palpagdo transvaginal mediante acesso a cérvix. Apos a sifonagem
do fluido, o ttero foi massageado via palpacdo transretal, de forma a obter exposicdo da maior parte da
superficie uterina. O conteudo recuperado foi acondicionado em frasco estéril e posteriormente
centrifugado a 400 g por 10 minutos. Apés o término da centrifugagdo, a maior parte do sobrenadante foi
descartada, restando apenas 2 mL ¢ o sedimento, que foi entdo ressuspendido. Um swab estéril foi
mergulhado no conteudo resultante e armazenado em tubo de ensaio estéril contendo solugdo salina a
0,9%. Os tubos foram imediatamente fechados, identificados e destinados a analise microbiologica.

Cultura Bacteriolégica

As amostras para avaliacdo microbioldgica foram semeadas em meios de dgar sangue, (dgar base
acrescido de 8% de sangue ovino desfibrinado) e incubadas em aerobiose a 37° C por um periodo de
observacdo de 36 horas. Colonias semelhantes morfologicamente bem como em maiores contagens de
UFC foram replicadas e isoladas em agar EMB. Para o isolamento, caracteristicas de crescimento de
colénias em placa, como producdo de hemolise, pigmento e caracteristicas morfotintoriais utilizando o
método de coloragdo pela técnica de Gram foram observadas. A contagem das Unidades Formadoras de
Coldnia (UFC) foi realizada de acordo com Reilas e Katila (2002).

Analise Estatistica

Optou-se pela analise estatistica descritiva por meio da distribuicdo das frequéncias relativa e
absoluta para os achados microbioldgicos e identificacao dos agentes formadores de coldnia.

Resultados

De acordo com o cultivo do material obtido semeado em placas de agar sangue, foi possivel
caracterizar 20 tipos de colonias morfologicamente distintas, de forma que somente 6 foram classificadas
como gram-negativas. O tratamento a base de sabdo de coco mostrou-se mais efetivo quanto a redugdo
nas contagens de UFC em todas as amostras, tendo em 100% das avaliagdes demonstrado auséncia de
crescimento significativo em placa apos exame bacterioldgico. Por outro lado, o grupo 2 apresentou
eficiéncia de 62%, sendo o tratamento menos eficiente dentre os testados. Nas tabelas 1 ¢ 2 os resultados
de contagem de UFC e observagao das colonias de maior isolamento em vestibulo, fossa clitoriana e ttero
sdo expostas.

Tabela 1. Numero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC/mL) para amostras tratadas em diferentes
pontos de coleta na genitalia de éguas.

Tratamento Animal Coleta Pré Fossa Vestibulo Utero
1 1 1 25000 0 0 0
1 3 2 590 0 0 0
1 2 3 78000 0 0 0
2 2 1 8000 10600 0 9000
2 1 2 10300 0 0 0
2 3 3 10400 800 6500 0
3 3 1 500 0 0 440
3 2 2 62000 1500 0 0
3 1 3 410 0 380 0

Distribuicao das coletas em quadrado latino 3x3.
Tratamentos: 1. sabdo de coco; 2. detergente neutro e 3. clorexidina degermante 2%.
Locais de coleta: fossa clitoriana pré (pré) e pos higienizacao (fossa), vestibulo e titero.

A fossa clitoriana, nos momentos pré e poOs higienizacdo apresentou maiores taxas de
contaminagdo, observadas pela elevada contagem de UFC’s (Tab.1). A maior contagem, entretanto, foi
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observada em placa semeada com swab de fossa clitoriana (10600 UFC/mL) quando detergente foi
utilizado.

Todos os desinfetantes empregados foram eficientes na eliminagdo de Pseudomonas aeruginosa
e Streptococcus equi da fossa clitoriana. Quanto a contaminagdo da prega vestibulo-vaginal, todas as
éguas apresentaram contaminacdo com Klebsiella pneumoniae e ou Streptococcus equi quando
higienizadas com detergente ou clorexidine, de forma que a contamina¢do se manteve no utero em 2 dos 3
lavados pré-higienizados com clorexidine e em 1 dos 3 lavados pré-higienizados com detergente (Tab. 2)

Tabela 2. Distribui¢do de colonias de Klebsiella pneumoniae (B), Streptococcus equi (C), Pseudomonas
aeruginosa (J) e Escherichia coli (U) de acordo com caracteristicas de crescimento em placa para
amostras tratadas em diferentes pontos de coleta na genitalia de éguas.

Tratamento Animal Coleta Pré Fossa Vestibulo Utero
1 1 1 BC - - -
1 3 2 BU - CuU CU
1 2 3 BCU B - -
2 2 1 J B BJ BJ
2 1 2 BJU - C -
2 3 3 BCU - BC -
3 3 1 B - B B
3 2 2 CJU B BCU BCU
3 1 3 BC - C -

Distribuicao das coletas em quadrado latino 3x3.
Tratamentos: 1. sabdo de coco; 2. detergente neutro e 3. clorexidina degermante 2%.
Locais de coleta: fossa clitoriana pré (pré) e p6s higienizacdo (fossa), vestibulo e ttero.

Discussao

Eguas doadoras de embrido apresentam maior incidéncia de problemas uterinos por serem
submetidas a frequente manipulacdo do trato genital em funcdo dos procedimentos de inseminagdo
artificial, coleta de material uterino, infusdes e transferéncia de embrides (Castro Chaves, 2011). A
abertura manual da cérvix combinada com a infusdo intrauterina de fluido durante a fase luteal do ciclo
estral, facilita a entrada de agentes patogé€nicos no utero, podendo levar a ocorréncia de endometrites
(Koblischke et al., 2008), que reduzem as taxas de fertilidade e recuperacdo embrionaria e podem, ao
menos em parte, estar associadas a contaminagdes por falhas na antissepsia das técnicas (Campbell,
2014). Nesse sentido, estudos voltados para o controle microbiologico dos procedimentos aplicados na
TE séo de extrema valia.

Por muitos anos foi amplamente aceito que o trato reprodutivo feminino de mamiferos era estéril
(Baker et al., 2018; Heil, et al., 2019). Estudos em humanos hipotetizaram que essa esterilidade seria
mantida pelo tampao cervical, que forneceria uma barreira impermeavel a ascensdo bacteriana da vagina
(Quayle, 2002), sendo esta suposi¢do contestada por varios estudos ao final da década de 1980 (Kunz et al.,
1997; Hansen et al., 2014). A presenga de um microbioma uterino também foi relatada em modelos animais,
principalmente em vacas, sendo o impacto do microbioma uterino na fertilidade uma questdo chave em
pesquisas contemporaneas (Carneiro et al., 2016; Moore et al., 2017; Parnell et al., 2017; Yang et al., 2017).

A fungdo do microbioma no trato reprodutivo ainda ndo ¢é totalmente compreendida,
principalmente quando comparado a microbiota intestinal, que tem sido estudada de forma mais extensa.
Varios estudos com foco na microbiota intestinal t€ém mostrado que os microrganismos contribuem para o
desenvolvimento da imunidade e que a colonizagdo comensal ¢ essencial para atingir um estado imune
basico saudavel (Costa e Weese, 2018).

Embora a antissepsia prévia a procedimentos ginecologicos tenha sido associada a uma redugéo
geral nas infecgdes, a contaminacdo do local do procedimento ¢ inevitavel (ACOG Committee on
Practice Bulletins—Gynecology). Estudos indicam que para a maioria das infec¢des apds esses
procedimentos, a fonte de patdégenos ¢ a pele ou vagina da paciente (Eyk et al., 2012; Pereira et al., 2016).
Desse modo, a adequada higieniza¢do do perineo previamente a qualquer intervencdo ginecoldgica, de
forma a se reduzir a carga microbiana presente na regido, ¢ de fundamental importancia para que
possiveis contaminagdes ascendentes sejam evitadas (Ferris, 2016).

No presente estudo, todas as amostras obtidas de fossa clitoriana pré higienizagdo demonstraram
crescimento bacteriano em placa (Tab. 1). Em convergéncia ao revisado por Canisso et al. (2020),
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colonias caracteristicas de Klebsiella pneumoniae (B), Streptococcus equi (C), Pseudomonas aeruginosa
(J) e Escherichia coli (U) foram isoladas da genitdlia externa de todas as éguas previamente a
higienizagdo (Tab. 2), o que explica a frequente presenca desses agentes nas demais por¢des da genitalia
avaliadas.

Apesar do crescimento bacteriano em placa esperado para os swabs pré higienizacdo de fossa e
vestibulo, 0 mesmo ndo era esperado para utero, uma vez que este tende a manter um microbioma
comensal estavel (Heil et al., 2019). Entretanto, significantes contagens de UFC foram observadas em
amostras de lavado uterino quando clorexidina degermante a 2% ou detergente foram utilizados,
demonstrando que o uso desses ndo atuou sobre a contaminagdo uterina. Altas contagens de colonias em
placa mesmo em regides de fossa clitoriana ¢ vestibulo ndo eram esperadas apds o procedimento de
higienizagdo. Porém, os resultados das analises de crescimento em placa diferiram-se, mostrando que o
agente utilizado para lavagem interfere na condi¢do microbioldgica da genitalia interna das éguas
tratadas.

Quando avaliado o assentimento entre os microorganismos encontrados no utero e demais
porgdes do trato genital (fossa e/ou vestibulo), observou-se convergéncia independentemente do agente
sanitizante utilizado. Klebsiella pneumoniae, Streptococcus equi, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli foram novamente as bactérias mais observadas. Tal achado corrobora com a hipotese de que a
contaminagdo uterina se dé principalmente pela migracdo ascendente via vagina (Moreno e Franasiak,
2017), reforcando assim a importincia de uma adequada antissepsia prévia a qualquer acesso
transcervical.

A microbiota genital ¢ sabidamente composta por grande variedade de microorganismos nao
patogénicos e patogénicos, que tendem a permanecer em equilibrio. Entretanto, tal composi¢do ndo ¢
constante, sofrendo variagdes mediante a fatores exogenos e endogenos (Priestlley et al., 1997;
Eschenbach et al., 2000). As modificagdes podem aumentar ou diminuir as vantagens seletivas para
microrganismos especificos (Linhares et al., 2009). O uso corriqueiro de agentes desinfetantes, por
exemplo, pode alterar sua composi¢do (Dascanio, 2014). Dessa forma, o emprego de sabdes neutros para
lavagem do perineo, como o sabao de céco, deve ser preconizado. Como demonstrado no presente estudo,
tal agente apresenta boa efetividade no controle microbiano, tendo atuado positivamente sobre as
contagens de UFC em todas as amostras (Tab. 1).

Colbdnias de Escherichia coli foram caracterizadas em placas de fossa clitoriana pré higienizacao,
vestibulo e utero, mediante o tratamento 1 (apesar de contagens ndo significativas em placa) e 3 (Tab.2).
Em nenhum animal, coldnias caracteristicas de £ coli foram observadas apds uso de detergente.
Variagdes como essas, podem ser explicadas pela eficiéncia seletiva dos agentes sanitizantes sobre
determinados grupos de microrganismos. Os detergentes reduzem a carga microbiana através da remogao
de sujeiras e matérias organicas. Tais substincias apresentam em sua composi¢do agentes tensoativos
capazes de reduzir a tensdo superficial ao estar dissolvido com a agua. Esses, sdo capazes de reduzir em
aproximadamente 10° UFC da carga microbiana (Santa Bérbara et al., 2012). Entretanto, sua capacidade
bactericida ¢ reduzida e sua eficiéncia estd relacionada com a forma de higienizagdo associada, o que ¢
exemplificado pela maior contagem de UFC quando este foi utilizado.

Embora o ideal seja estabelecer um tUnico ensaio que apresente correlagdo direta com o nivel de
contaminagdo, os diferentes tratamentos apresentam diferentes mecanismos de agdo, que podem favorecer
a contaminagdo ascendente ou ndo para determinados grupos de microrganismos. A clorexidina, por
exemplo, apresenta menor acao degermante sobre bactérias gram-negativas (Kampf, 2002; Marchetti et
al., 2003), o que pode ser responsavel por sua baixa responsividade frente a E. coli (Tab. 2).

A partir de uma grande quantidade de pesquisas conduzidas em humanos, sabe-se que a maioria
das areas do trato reprodutivo feminino de mamiferos sdo colonizadas por um microbioma tnico. No
entanto, um microbioma "padrdo" do trato reprodutivo feminino saudavel ndo foi ainda definido. A
compreensdo deste ¢ complicada por fatores que influenciam o sucesso reprodutivo em fémeas
mamiferas. Saber que ha uma associacdo consistente entre disbiose do microbioma vaginal e resultados
reprodutivos desfavoraveis, e que riqueza microbiana semelhante é vista entre o 0stio cervical externo e o
utero em mulheres e éguas prova que mais informacgdes sobre os microbiomas endometriais sdo
necessarias (Benner et al., 2018; Heil et al., 2019).

Conclusao

A importancia das intera¢des entre o organismo do hospedeiro e as bactérias que ele suporta é
bem estabelecida. No entanto, muitas questdes permanecem em relagdo a como esse ambiente microbiano
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muda dentro e entre os individuos (Green et al., 2015). E bem conhecido que existe uma relagio entre
infeccdo e inflamagdo do trato reprodutivo ¢ um desempenho reprodutivo prejudicado ou reduzido
(Canisso et al., 2016). O conhecimento do microbioma do trato reprodutivo pode auxiliar na identificagdo
de pequenas mudangas na composi¢ao dos microorganismos que o formam, o que pode ndo ser
clinicamente perceptivel, mas clinicamente importante.

No presente estudo, o sabdo de coco mostrou-se o mais efetivo, com contagens nao significantes
de UFC em regido de fossa, vestibulo e negativas em fttero, tendo eliminado Strepfococcus equi,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa em todas as placas semeadas. A escolha do agente
sanitizante associado a antissepsia adequada sdo fatores que devem ser levados em consideragdo na
aplicagdo de biotécnicas reprodutivas, por influenciarem diretamente a condigdo microbioldgica da
genitalia da fémea equina.
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