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Resumo

Dentre os diferentes fatores etiologicos, a endometrite fingica representa uma causa frequente de
infertilidade na égua. Nesse sentido, dois experimentos foram realizados para avaliar a sensibilidade
do Dermatobac®, sistema originalmente desenvolvido para o isolamento de fungos de interesse em
Medicina Humana. No Experimento 1, cepas padrdo de Candida (n=4) e Aspergyllus (n=1) foram
semeadas assepticamente e em duplicata no sistema Dermatobac®, acompanhando-se o crescimento
fungico a cada 24 horas por 7 dias. Para o Experimento 2, foram selecionadas 34 éguas, submetidas
a colheita de material uterino para o plaqueamento em Dermatobac® e realizacdo de esfregacos para
pesquisa direta de fungos (Controle). No Experimento 1, foi possivel a observa¢ao macroscopica de
todas as cepas de Candida e Aspergyllus a partir de 24 horas do inicio do cultivo microbioldgico.
No Experimento 2, foi constatada a presenca de leveduras nas laminas citoldgicas de cinco animais
(14,71%), resultados também confirmados na semeadura em Dermatobac® (sensibilidade de 100%).
Foram observados cinco casos falso-positivos caracterizados pelo crescimento microbiologico em
sistema Dermatobac® ndo confirmados através da citologia endometrial, resultados que determinaram
aespecificidade de 85%. No entanto, todos os casos falso-positivos foram atribuidos a microrganismos
contaminantes que apresentaram morfologia diferenciada e tempo de crescimento superior (P<0,05)
ao apresentado pelos principais agentes etiologicos das endometrites fingicas equinas. Conclui-se
que o sistema Dermatobac® ¢ eficiente para o diagnostico macroscopico da endometrite fingica em
equinos, gerando informagdes visuais a partir de 24 horas de cultivo.
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Abstract

Among different etiologic factors, fungal endometritis is a common cause of decreased mare’s fertility.
Two experiments were conducted to evaluate the sensitivity of Dermatobac®, a microculture system
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originally developed for the isolation of fungi that concerns Human Medicine. In Experiment 1, standard
(ATCC) strains of Candida (n=4) and Aspergyllus (n=1) were grown and visually analyzed daily for 7
days. For Experiment 2, 34 mares were selected and subjected to material harvesting for completion
of uterine cytology as well as seeding with Dermatobac®. After 24h of cultivation, the macroscopic
observation of all Candida and Aspergyllus strains (Experiment 1) was possible. In Experiment 2,
five animals showed presence of yeast on cytologic slides (14.71%), results also confirmed sowing
in Dermatobac® system (100% sensitivity). Five false positive cases were observed, characterized
by microbiological growth in Dermatobac® but not confirmed by endometrial cytology, determining
specificity of 85%. However, the results did not compromise the efficiency of Dermatobac® system
given all contaminants presented differentiated morphology and higher growing time (P<0.05)
when compared to the major etiological agents of equine fungal endometritis. The Dermatobac®
system proved to be efficient for the macroscopic diagnosis of fungal endometritis in horses, showing
conclusive information only after 24 hours of culture.
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Introducao

A endometrite corresponde a um processo inflamatdério que envolve a camada superficial do ttero
chamada endométrio e representa uma das principais causas de infertilidade na égua®. A patologia
pode ser classificada em endometrite infecciosa, endometrite persistente induzida pelo coito e
endometrite cronica também denominada endometriose®.

A etiologia e fatores predisponentes da endometrite na égua envolvem defeitos anatomicos na
conformagdo vulvar, historico de partos distocicos, retencdo de placenta, infeccdes iatrogénicas
e falhas nos mecanismos fisiologicos de clearence uterino apds a monta natural ou inseminacao
artificial®. De acordo com Dascanio®, a endometrite fingica representa uma causa frequente de
infertilidade em equinos, sendo que cerca de 5% das éguas com diagndstico de endometrite infecciosa
apresentam infecgdes causadas por fungos.

Os fungos sdo microrganismos oportunistas apontados como agentes etiologicos das endometrites
em equinos®. Alguns fatores de risco como imunossupressdo, manipulagdo excessiva durante a
realizacdo de biotécnicas reprodutivas, abuso no uso de antibidticos, conformagdo perineal alterada,
idade ¢ pluriparidade podem aumentar a incidéncia das endometrites fungicas”. As espécies de
fungos mais comumente isoladas dos quadros de endometrite pertencem ao género Candida spp e
Aspergillus spp, espécies leveduriformes que podem ser identificadas através de exame microscopico
direto realizado a partir de citologia esfoliativa endometrial®.

O diagnostico da endometrite pode ser realizado por meio de exame ginecoldgico, palpagdo retal,
ultrassonografia transretal, citologia e cultura de contetido uterino'*'V. Entretanto, a dificuldade de
implantacao de um método diagnostico confiavel tem sido um grande desafio, causando diagnosticos
falso-positivos ou falso-negativos, comprometendo a avaliagdo clinica do animal e a conduta
terapéutica do médico veterinario!>!¥,

A citologia uterina tem sido descrita como um método rapido e confidvel para se obter informacgdes
sobre o estado de inflamagdo endometrial'®, sendo apontado como o método mais sensivel e precoce
para o diagnéstico de endometrites causadas por fungos e bactérias!'>'%. Entretanto, a falta de
familiaridade com a técnica e a dificuldade apresentada por muitos profissionais durante a avaliagao
dos esfregagos pode gerar avaliagdes pouco confiaveis e erros no diagnostico!'®!”,

Estudos anteriores demonstraram que a utilizacao de um tnico método muitas vezes € insuficiente para
o diagnostico preciso de infecgdes fungicas™'®. Dessa forma, a combinagdo do exame citologico e
cultura microbioldgica representa uma ferramenta de grande utilidade para a identificagdao dos quadros
de endometrite fingica, conferindo maior sensibilidade diagnodstica’*'>. No entanto, como muitos
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centros equestres encontram-se distantes das grandes cidades, a logistica para envio de amostras
biologicas para cultura e isolamento laboratorial pode representar um importante fator limitante'*!®),
Recentemente, foi langado no Brasil um kit comercial para diagndstico de fungos de interesse em
Medicina Humana denominando Dermatobac® (Probac, Sao Paulo, Brasil). Em Medicina Veterinaria,
esse sistema de cultivo j& se mostrou efetivo em estudos anteriores para o diagnostico rapido e preciso
de dermatofitoses em felinos!"” ¢ caninos®”. Por apresentar baixo custo, facilidade de aquisigdo e
dispensar uma estrutura laboratorial complexa para a identificacdo fungica, o sistema apresenta
grande potencial para aplicagdo em Medicina Veterinaria.

Nesse sentido, objetivou-se avaliar a sensibilidade do sistema Dermatobac® para o diagndstico das
infec¢des uterinas de origem micdtica, assim como avaliar a prevaléncia da endometrite fingica no
grupo de risco para a doenca, composto por éguas idosas, pluriparas e/ou com historico reprodutivo
de infertilidade.

Material e Métodos

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA- UNISA,
Sao Paulo, Brasil; parecer n°. 33/2013), sendo iniciado no ano de 2013. Para o estudo, foi utilizado
o sistema de laminocultivo Dermatobac® (Probac do Brasil Ltda, Sao Paulo, Brasil), que possui trés
placas de microcultivo compostas por dgar Saboraud glicose, Biggy e DTM (Figura 1), que permitem
ndo apenas a identificagdo de fungos filamentosos dos géneros Microsporum, Epidermophyton e
Trichophyton, como também de muitas espécies de leveduras. De acordo com informagdes fornecidas
pelo fabricante, embora o crescimento de leveduras possa ocorrer em qualquer uma das trés placas,
o agar Biggy apresenta a maior seletividade, sendo recomendado para o isolamento, sobretudo de
leveduras do género Candida.

&
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Figura 1: Laminocultive Dermatobac® (Probac do Brasil Ltda, Sio Paulo, Brasil) apresentando
trés placas de microcultivo compostas por agar DTM (A), agar Bigov (B) e agar Saboraud glicose

(©).

Foram realizados dois experimentos. No Experimento 1, avaliou-se a sensibilidade do microcultivo,
utilizando-se cepas fungicas padrao de Candida albicans (ATCC 10231), C. glabrata (ATCC 90030),
C. tropicalis (ATCC 13803), C. krusei (ATCC 6258) e Aspergyllus spp. (ATCC 16404), obtidas junto
a micoteca do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo, SP, Brasil).
Para evitar contaminagdo cruzada, todas as amostras foram manipuladas com alca de platina estéril
no interior de capela microbioldgica e com o auxilio de bico de Bunsen para a semeadura no sistema
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Dermatobac®. Além dos principais agentes etioldgicos das endometrites fungicas em equinos, foram
também semeadas culturas dos fungos contaminantes ambientais Penicillium spp (ATCC 46767)
e Cladosporium spp (ATCC 32720). Todos os indculos permaneceram a temperatura ambiente e
foram acompanhados visualmente a cada 24 horas por sete dias. Além da avaliagdo morfoldgica dos
diferentes géneros fingicos, neste experimento foi testada a hipdtese de que os fungos potencialmente
patogénicos podem apresentar velocidade de crescimento diferente dos fungos contaminantes
ambientais, favorecendo a identificag@o através do sistema Dermatobac®.

No Experimento 2, avaliou-se a prevaléncia da endometrite fingica no grupo de risco para a
doenca. Para tanto foram selecionadas 34 éguas adultas da raga Mangalarga Marchador, pluriparas,
pertencentes a duas propriedades rurais situadas na cidade de Vassouras, RJ, Brasil, com peso médio
de 400 kg e submetidas ao mesmo regime nutricional a base de capim Napier picado, 4 kg de racao
comercial, contendo 12% de proteina, ao dia e livre acesso a dgua.

Para a selecdo das éguas, foram utilizados trés critérios de inclusdo: idade superior a 12 anos;
presenca de defeitos na conformagdo anatdomica da genitalia externa (horizontalizacao de vulva);
historico de infertilidade apds inseminacao artificial ou coberturas consecutivas. Dessa forma, apenas
as éguas que apresentaram no minimo dois dos trés critérios considerados como fatores de risco para
a endometrite®?) foram inclusas no experimento. Além disso, todos os animais encontravam-se na
fase de diestro durante a colheita de material endometrial.

Ap0s a cauda ser enfaixada e realizada a antissepsia da vulva e perineo com sabdo neutro, cada égua
foi submetida a colheita asséptica de material endometrial por meio de aparelho de citologia de aco
inoxidavel e escova citologica estéril, que permaneceu em contato com a parede uterina por 15 segundos
realizando-se movimentos de rotagdo, de acordo com Aguilar et al.'V. O material endometrial foi
repicado em frascos contendo solugdo salina estéril e plaqueado através de movimentos de “zigue-
zague” e sem sobreposicao nas trés placas de microcultivo que compdem o sistema Dermatobac®.
Adicionalmente, para o exame citologico direto (Controle), foram utilizadas as mesmas amostras
endometriais para confeccao de esfregacos em laminas foscas de vidro, evitando-se a sobreposicao de
material durante o processamento citologico. Todas as laminas foram fixadas em alcool metilico para
posterior coloracdo com Panotico rapido e avaliagdo em microscopia de luz sob aumento de 1000 X
em objetiva de imersao®?.

ApoOs a semeadura asséptica com auxilio de bico de Bunsen, os sistemas Dermatobac® permaneceram
sob temperatura ambiente, sendo avaliados visualmente a cada 24 horas durante trés semanas.
Adicionalmente, as amostras cultivadas que exibiram crescimento no Dermatobac® foram submetidas
a novo cultivo microbioldgico comprobatorio em agar Sabouraud Dextrose com corante Lactofenol
Azul, além da prova do tubo germinativo® para a identificagao em condigdes laboratoriais das cepas
fungicas isoladas a partir das amostras de campo.

Para comparagdo da velocidade média de crescimento de cada uma das cepas fungicas semeadas no
Experimento 1, foi utilizado modelo linear geral (GLM) de analise de variancia (SAS, Cary, USA).
Para analise comparativa de sensibilidade da cultura em Dermatobac® frente ao exame citoldgico
direto, foi utilizado o Indice Kappa de concordancia para o intervalo de confianga de 95% através do
software computacional BioEstat versao 4.0 (Belém, Par4, Brasil).

A sensibilidade e especificidade do sistema de microcultivo foram testadas por meio das seguintes
equacdes: Sensibilidade (%) = VP/(VP + FN)x100; Especificidade (%) = VN/(VN + FP)x100, em que
VP: verdadeiro positivo; FN: falso negativo; VN: verdadeiro negativo; FP: falso positivo. Diferengas
foram consideradas quando P<0,05.

Resultados e Discussao

As infecgdes endometriais de origem flngica representam um verdadeiro desafio terapéutico, ja
que em muitos casos os animais manifestam-se refratarios ao tratamento antifingico, apresentando
infertilidade por periodos prolongados de tempo®. Por essa razdo, o diagndstico rapido e preciso
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representa a melhor alternativa para correta abordagem da doenga, diminuindo o impacto econdmico
negativo sobre a producao de equinos.

No Experimento 1, apds 24 horas de cultivo microbioldgico, foi possivel observar de maneira
macroscopica todas as cepas de Candida spp (colonias cremosas de cor marrom, Figura 2A) que
cresceram em pelo menos um dos trés laminocultivos do sistema Dermatobac® (Tabela 1).

Tais resultados assemelham-se aos reportados por Dumitru et al. ¥, que observaram que, mesmo em
condi¢des anaerdbicas a Candida albicans possui tempo de duplicagdo de apenas 20 horas. De acordo
com os mesmos autores, em condi¢des de aerobiose, o tempo para duplicacdo em meios proprios
para espécie € de apenas duas horas, justificando a rapidez na obteng@o dos resultados de cultivo. De
acordo com Alterthum e Trabulsi®), além da alta taxa de crescimento, a aparéncia macroscopica das
colonias permite uma identificagdo conclusiva das cepas de Candida spp, garantindo seguranga para
a interpretagdo dos resultados do cultivo.

Figura 2: Amostras padrio (ATCC 10231 e 16404) de Candida albicans (A) e Aspergylius spp (B)
observadas a partir de 24 horas de cultive no sistema Dermatobac®. Além do padrio caracteristico
de cada coldnia fingica, o crescimento das cepas de Candida e Aspergylius foi acompanhado por
alteragfes na coloracio, respectivamente, do agar Biggy (de branco a marrom) e DTM (de amarelo
a avermelhado).

Todas as cepas ATCC de Candida cresceram primeiramente no agar Biggy (Tabela 1), cultivo
especialmente desenvolvido para isolamento dessa espécie de fungo!?. O crescimento também
foi acompanhado pela altera¢do da coloragdo do cultivo, passando de branco a marrom em virtude
da redugdo do sulfito de bismuto presente no adgar Biggy, caracteristica metabdlica que auxilia na
identificag@o das diferentes espécies de Candida®®. De acordo com likit et al.®®, os sais de bismuto
atuam como um agente inibidor, suprimindo o crescimento bacteriano e indiretamente estimulando
o crescimento das colonias de Candida. Em agar Saburond Glicose, as cepas de Candida spp
apresentaram aspecto cremoso e liso de cor creme, caracteristicas compativeis com o padrdo de
crescimento esperado nesse tipo de meio®”. Ja no agar DTM, por ser especifico para identificagdo de
dermatofitos, foi observada a menor taxa de crescimento das colonias de Candida spp, ndo havendo
alteracdes perceptiveis de coloragao do meio ao longo do periodo de incubagao
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Tabela 1: Observacio macroscopica de diferentes cepas ATCC de Candida, Aspergyvilus spp,
Cladosporium spp e Penicillium spp durante as primeiras 24 horas de cultive em sistema
Dermatobac®, em fungio do tipo de agar presente nas placas de microcultivo

Género Agar DTM Agar Sabouraud Agar Biggy
Candida albicans X X X
Candida krusei sC X X
Candida glabrata sC X X
Candida trapicalis sC sC X
Aspergilius tpp X i X
Cladosparium spp sC s5C sC
Penicillium spp sC s5C sC

Em pue “X": Observacio macrozcopica de crescimento da coléma fimgica; “SC™: sem crescimento evidenciavel ou
alteracio de coloragcdo do meio de cultivo.

Opadraodecrescimento do fungo Aspergyllus spp foi semelhante ao apresentado pelas cepas de Candida
spp, permitindo o diagndstico macroscopico a partir de 24 horas de cultivo em sistema Dermatobac®.
Macroscopicamente, o crescimento das cepas ATCC de Aspergyllus spp foi caracterizado por colonias
filamentosas de cor branca a creme (Figura 2B) e pela formac¢ao de esporos, caracteristicas comuns
dos fungos dessa espécie®. O crescimento das cepas de Aspergyllus spp também foi acompanhado
pela mudancga da coloragdo do meio de cultivo DTM (de amarelo tornou-se avermelhado), alteragao
macroscopica evidenciada a partir de 48 horas de incubagdo (Figura 2B). Nos meios Biggy e dgar
Saburond Glicose também foi evidenciado o crescimento de coldnias filamentosas, algodonosas com
coloracdo variando do branco ao verde claro.

Ja as cepas de Penicillium spp e Cladosporium spp, ambos fungos contaminantes ambientais,
precisaram em média de 80 horas para exibirem crescimento (P<0,05) caracterizado pela observagao
macroscopica de coldnias da cor bege clara e verde escuro, respectivamente (Figuras 3A e 3B).

Figura 3: Cepas padrio (ATCC 32720 e 46767), respectivamente, dos fungos contaminantes
ambientais Cladosporium spp e Penicillium spp. Além das caracteristicas macroscopicas quando
comparados 35 cepas de Caondida e Aspergyllus, a observagio desses fungos no sistema
Dermatobac® sd foi possivel a partir de 80 horas de cultivo.
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O crescimento dos fungos contaminantes ocorreu preferencialmente nas placas de meio Biggy e
agar Saboraud glicose, sendo evidenciado crescimento no meio DTM somente apos 200 horas de
cultivo. Dessa forma, o tempo de crescimento e caracteristicas morfologicas das colonias permitiram
o diagnostico diferencial dos fungos potencialmente patogénicos relacionados a endometrite equina
dos fungos contaminantes ambientais.

No Experimento 2, foi observada a prevaléncia de 14,71% (5 casos em 34 éguas pesquisadas) para
os quadros de endometrite fungica em equinos, resultados superiores aos reportados em estudos
anteriores que indicaram valores proximos a 5%©. Tais resultados se justificam pelos critérios de
inclusdo adotados no presente estudo, utilizando-se apenas éguas com historico de baixa fertilidade,
conformagdo perineal alterada e/ou idade avancada, caracteristicas que representam os principais
fatores de risco para a doenga®?.

Nos cinco casos positivos do Experimento 2, a presenca de leveduras foi diagnosticada nas laminas
citoldgicas endometriais (Figura 4A) e pela observacao do crescimento fungico de 24 a 48 horas apos
a semeadura no sistema Dermatobac®, padrao de crescimento semelhante ao observado para cepas
ATCC no Experimento 1. Dessa forma, a sensibilidade do laminocultivo Dermatobac® foi de 100%,
sendo efetivo para a identificacdo de todos os casos positivos da doenga. Das cinco amostras positivas
na citologia endometrial e no sistema Dermatobac®, o teste comprobatdrio de cultivo revelou que
quatro desenvolveram hifas hialinas e ramificadas, sugestivas de leveduras do género Candida spp, €
uma foi identificada como sendo Aspergyllus spp. Dentre as quatro cepas confirmadas como Candida,
duas desenvolveram clamiddsporos no teste do tubo germinativo, confirmando o diagndstico do
isolado de campo como Candida albicans"®.

Os agentes patogénicos identificados nas amostras positivas encontravam-se em conformidade com
os achados reportados em estudos anteriores, que apontaram Candida spp e Aspergyllus spp como os
principais agentes etiologicos dos quadros de endometrite fingica em equinos'®®.

Emborao laminocultivo Dermatobac® tenha se mostrado sensivel para o diagndstico dos casos positivos
de endometrite fungica, cinco €guas apresentaram resultados negativos na citologia endometrial e
positivos no sistema cultivo, sendo considerados como casos falso-positivos (FPs) e determinando
a especificidade de 85%. No entanto, em todos os casos FPs foi observado o crescimento de bolores
ambientais, caracterizados por coldnias filamentosas, algodonosas verde escuro a bege claro, padrao
de crescimento idéntico ao observado para as cepas ATCC de Penicillium spp e Cladosporium spp no
Experimento 1 (Figuras 4B e 4C).

Figura 4: Presenca de leveduras (seta) em ldmina citoldgica endometrial (aumento de 1000 em
objetiva de imers3o) de égna de 14 anos de idade e historico de infertilidade nas estagbes de monta
2012 e 2013 {A). Bolores que cresceram no sistema Dermatobac® devido 3 contaminagiio
ambiental durante a colheita de material endometrial (Experimento 2), sugestivos dos géneros
Penicillium spp (B) e Cladosporium spp (C), respectivamente.
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O crescimento desses bolores contaminantes pode ser justificado pela dificuldade de manutencao
da assepsia em condigdes de campo. Embora em estudos anteriores seja ressaltado que o risco de
contaminagdo dificulte a utilizacdo da cultura microbioldgica como método diagnostico para a
endometrite!'®!”, no presente estudo foi observado que o aspecto macroscdopico e a taxa de crescimento
dos contaminantes foram diferentes do padrdo observado para os fungos patogénicos. Em todos os
casos FPs, o inicio da observagdo macroscopica foi possivel somente a partir de seis dias apds a
semeadura no sistema Dermatobac®, diferindo do padrao de crescimento apresentado pelas cepas
padrao de Candida spp e Aspergyllus spp (Experimento 1) e dos isolados desses mesmos fungos a
partir das amostras de campo (Experimento 2; P<0,05). Dessa forma, mesmo com o crescimento
inespecifico de fungos ambientais, a sensibilidade e especificidade do Dermatobac® nao foram
comprometidas, mostrando-se um método efetivo para o diagndstico da endometrite causada por
fungos.

Na compara¢do dos métodos de citologia endometrial para pesquisa direta de fungos e cultivo
em sistema Dermatobac® foi obtido um valor de Kappa de 64%, resultado que indica uma boa
concordancia entre o método citologico e o resultado do cultivo (P<0,05). Dessa forma, mesmo
na impossibilidade do diagnostico citoldgico, a cultura em Dermatobac® pode ser utilizada para o
diagndstico conclusivo de endometrite fiingica em equinos.

De acordo com Daef et al.?®, a rapida identificagdo de muitas espécies de fungos € dificultada
em varios paises pela falta de treinamento dos profissionais da satde, além da falta de reagentes
e equipamentos especificos para o diagndstico. Dessa forma, a validacdo de métodos como o
laminocultivo Dermatobac®, que permite o diagnostico rapido, conclusivo e de baixo custo, possui
alto potencial para implementacdo em Medicina Veterinaria, permitindo a identificagdo de fungos
patogénicos mesmo em condi¢des de campo em 24 a 48 horas apds a semeadura.

Conclusoes

A prevaléncia de endometrite fungica mostrou-se superior ao reportado em estudos anteriores,
resultado que ressalta a importincia da doenga, sobretudo para éguas consideradas como pertencentes
ao grupo de risco. O sistema Dermatobac® mostrou-se eficiente para o diagnostico macroscopico da
endometrite fungica em equinos, gerando informagdes visuais a partir de 24 horas de cultivo. O sistema
mostrou-se eficiente para a identificacao dos fungos Candida spp e Aspergyllus spp, principais agentes
etiologicos isolados nos casos de endometrites fingicas. Podem ocorrer problemas de contaminacao
das amostras biologicas durante a colheita do material em condi¢des de campo. No entanto, a baixa
taxa de crescimento e caracteristicas macroscopicas dos contaminantes favorece a identificacdo dos
casos falso-positivos, ndo comprometendo a sensibilidade, especificidade e aplicabilidade do sistema
Dermatobac® para o diagnodstico da endometrite causada por fungos.
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