Primeiro relato de piometra canina causada por bactérias da
microbiota oral de cées
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Resumo

Piometra canina é a doenca reprodutiva mais frequente na clinica de pequenos animais
e caracteriza-se por uma infeccdo bacteriana no Gtero com manifestacdes clinicas locais e
sistémicas, podendo levar ao ébito. Diversos agentes bacterianos estdo associados com a
ocorréncia de piometra em cadelas, porém em até 25% dos casos, nenhum microrganismo é
isolado através da cultura microbiol6gica do conteldo uterino. Para entender melhor essa
questdo, o objetivo do presente estudo foi analisar, por meio de técnicas de biologia
molecular, a presenca de microrganismos em casos de piometra negativos nas técnicas de
cultivo basicas. Oito amostras uterinas de cadelas com piometra negativas no cultivo, foram
submetidas a extracdo de DNA, amplificagédo e sequenciamento do gene do RNA ribossdmico
16S para identificacdo da espécie bacteriana. Dessas, quatro revelaram a presenca de DNA
bacteriano de dois microrganismos tipicos da cavidade oral de cdes: Porphyromonas salivosa
(n=2) e Pasteurella sp. (n=2). Sabe-se que tais microrganismos estdo envolvidos em doencas
periodontais em cdes e que sua disseminacdo hematoldgica pode levar a quadros em outros
orgdos, tais como endocardite, infeccdo pulmonar, hepética e renal em cées e seres humanos.
Este € o primeiro relato da ocorréncia de piometra canina causada por bactérias oriundas da
microbiota oral de cées e sugere que, similarmente a outras doencas, a piometra pode ocorrer
através da disseminacdo sanguinea de alguns patdgenos de origem dentéria, ou até mesmo
através da lambedura comportamental canina. O presente trabalho reforca a importancia da
manutencdo da saude dentéria e profilaxia oral, podendo configurar um fator de prevencédo
para a ocorréncia de piometra em céaes.
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Introducéo

Piometra é a doenca reprodutiva mais frequente em cadelas, acometendo em média
25% das fémeas ndo castradas (Hagman, 2018). A doenca caracteriza-se por uma infecgédo
bacteriana no utero com manifestacdes clinicas locais e sisttmicas que variam desde
descargas vulvares purulentas a peritonite, sepse e disfuncdo de varios 6rgdos, podendo levar
ao obito (Fieni, Topie e Gogny, 2014; Henriques et al., 2014; Jitpean et al., 2014; Miistak et
al., 2015). Estudos sugerem alguns fatores que predispdem a ocorréncia da piometra, tais
como idade superior a sete anos e uso de hormonios esteroides para evitar a reproducao
(Hagman et al., 2011; Jitpean et al., 2014). Em adicdo, algumas racas parecem mais
predispostas, tais como Boxer, Cocker Spaniel, Collie, Golden Retriever, Labrador, Pinscher,
Rottweiler, Sdo Bernardo, Schnauzer e Chow-Chow (Rautela et al., 2019). Nestas, o
acometimento chega a cerca de 50% (Hagman et al., 2012).

Apesar de sua grande relevancia clinica, a patogénese da doenca ainda € pouco
compreendida. Acredita-se que ha o envolvimento de fatores hormonais que parecem
favorecer a adesdo, colonizacao e o crescimento bacteriano no Utero, e que 0S microrganismos
envolvidos ascenderiam do trato intestinal do proprio hospedeiro (Chen et al., 2003; Siqueira
et al., 2009; Henriques et al., 2014; Hagman, 2018). Diversos microrganismos podem estar
envolvidos nos quadros de piometra, sobretudo microrganismos comensais do trato
gastrointestinal (Hagman, 2018). Porém, estudos reportam que em até 25% dos quadros de
piometra canina nenhum microrganismo é isolado. Diversas hipGteses possiveis para esse
fendmeno tém sido descritas, como a reducdo da sensibilidade no isolamento pelo uso de
antimicrobianos previamente a coleta do espécime e, principalmente, a presenca de
microrganismos que ndo crescem normalmente nos meios de cultivo utilizados para
diagndstico (Yoon et al., 2017). Apesar da alta frequéncia de amostras negativas no cultivo
bacteriano, até 0 momento, nenhum estudo tentou elucidar tais hipoteses. Uma das técnicas
que poderia auxiliar no esclarecimento dessa questdo € a extracdo de DNA diretamente do
conteudo uterino seguida da amplificacdo e sequenciamento do gene do RNA ribossémico
16S (rRNA) para identificacdo da espécie (Fox et al., 1995). Tal técnica permitiria a
identificacdo bacteriana sem necessidade das etapas de cultivo, elucidando, portanto, quais
espécies estdo envolvidas nesses quadros.

Deste modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar, por meio de técnicas de
biologia molecular, a presenca de microrganismos em casos de piometra negativos nas
técnicas de cultivo basicas do conteudo uterino para ajudar a elucidar a patogénese da doenca.

Material e Métodos

Uma amostragem ndo probabilistica por conveniéncia foi realizada no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Amostras de conteudo uterino
de cadelas com piometra foram obtidas por puncdo aspirativa logo ap6s cirurgia de
ovariohisterectomia. Os espécimes clinicos foram mantidos resfriados a 4°C até o
processamento que ocorreu em até 24 horas apés a coleta. Todos os procedimentos de coleta
de amostras foram previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UFMG sob o protocolo n° 51/2015.

O plagueamento dos conteudos uterinos foi realizado em agar Mueller Hinton (Kasvi,
Italia) suplementado 5% com sangue equino e &gar MacConkey (Kasvi, Italia),
posteriormente incubados a 37°C durante 48 horas em aerobiose e anaerobiose. Os isolados
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bacterianos obtidos foram identificados com equipamento de espectrometria de massas, sendo
aceito o valor de log>2,3 de acordo com as recomendacdes do fabricante (MALDI-ToF MS;
Bruker Daltonics, Alemanha) (Sauget et al., 2014).

Com o objetivo de avaliar possiveis microrganismos ndo cultivaveis nos meios de
cultivo utilizados nas etapas anteriores, 0s contelidos uterinos negativos para crescimento
bacteriano foram submetidas a extragdo de DNA pelo método da guanidina com lisozima
(Pitcher, Saunders e Owen, 1989) e o DNA molde foi utilizado para amplificacdo e
sequenciamento do gene do RNA ribossomico 16S (Fox et al., 1995). As sequéncias obtidas
foram submetidas ao BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) comparando com as
sequéncias existentes no banco de dados. Resultados de similaridade >97% foram
considerados como a mesma espécie (Nguyen et al., 2016).

Resultados e Discussao

Foram amostradas 55 cadelas com diagnostico de piometra, onde foram submetidas ao
protocolo de isolamento bacteriano. O total de 30 (55%) animais foram positivos para E. coli
no conteudo uterino, 12 (31%) apresentaram outro patogeno e 8 (14%) nenhum
microrganismo foi isolado.

As amostras negativas foram submetidas a extragdo do DNA, PCR 16S e posterior
sequenciamento genético. Quatro das oito amostras apresentaram amplificacdo e foram
submetidas ao sequenciamento para identificacdo. As espécies envolvidas de acordo com o
padrdo determinado (similaridade >97%) foram Porphyromonas salivosa (n=2) e Pasteurella
sp. (n=2).

A bactéria Porphyromonas salivosa e aquelas representantes do género Pasteurella sp.
sdo frequentemente encontradas na microbiota oral de cdes e ndo apresentam bom
crescimento nos meio de cultivo comumente utilizadas para diagnostico de piometra (Matto et
al., 1998; Hardham et al., 2005; Holcombe et al., 2014), o que justificaria a deteccdo apenas
pela PCR 16S. Tais microrganismos sdo ainda reconhecidos causadores de doenca
periodontal, podendo ainda, via disseminacdo pela corrente sanguinea causar quadros graves
tais como endocardite, infeccdo pulmonar, hepéatica e renal em cdes e seres humanos
(Hardham et al., 2005). Esse € o primeiro relato destas espécies bacterianas causando
piometra em cadelas e sugere uma nova possivel origem da contaminacdo uterina na piometra
(Figura 1), contribuindo para o melhor entendimento da patogénese e fatores de riscos
associados a doenca. O trabalho reforca ainda a necessidade da manutencédo da satde oral em
caes ao apontar mais uma possivel lesdo a distancia associada a microrganismos desse sitio.



Figura 1: Microrganismos causadores de doenga periodontal, via disseminacdo pela corrente sanguinea, causam infeccoes
graves no coragdo, pulmdes, figado, rins e possivelmente no Utero. Esse achado sugere uma nova provavel origem de
contaminacdo em piometra canina.

Concluséao

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez a ocorréncia de piometra canina
causada por bactérias comumente encontradas na microbiota oral de cédes. Sugere-se que
similarmente a outras doencas, como endocardite e infec¢do renal, a piometra possa ocorrer
através da disseminacdo sanguinea de alguns patégenos de origem dentéria, ou até mesmo
pela lambedura comportamental dos caes.
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