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Resumo

Piometra é uma afeccdo resultante da interacdo bacteriana com a hiperplasia cistica do endométrio.
O objetivo deste estudo foi identificar bactérias em condicfes de aerobiose e anaerobiose da secre¢ao
intrauterina de cadelas com piometra, presenca da sindrome da resposta inflamatéria sistémica, status
da cérvix, peritonite, dosagens bioquimicas séricas e comparar com o prognostico de cadelas tratadas
cirurgicamente. Utilizaram-se 15 cadelas com piometra, submetidas a ovariohisterectomia.
Hemogramas e dosagens séricas de ureia, creatinina, FA e ALT foram realizados no pré-operatério
imediato. Coletou-se urina por cistocentese. Apds a remocdo do Utero e ovarios, a secrecao
intrauterina foi aspirada; as amostras foram entdo cultivadas em aerobiose e anaerobiose, as amostras
de urina em aerobiose. Os animais foram divididos em dois grupos, G1 (alta hospitalar em até 48
horas) e G2 (alta hospitalar apos 48 horas ou 0bito). Onze amostras de contetdo intrauterino (73,3%)
apresentaram crescimento bacteriano em aerobiose e anaerobiose e em uma amostra isolou-se
Arizona hinshawii. Quatro amostras de urina (26,6%) tiveram crescimento bacteriano. Houve
diferenga significativa das variaveis status da cérvix, ureia, creatinina e fosfatase alcalina entre G1 e
G2. Embora a diversidade etioldgica encontrada nas culturas de conteddo intrauterino tenha sido alta,
a avaliacdo da azotemia, status da cérvix e dosagem de FA sérica mostraram-se bons marcadores
prognésticos em cadelas com piometra.

Palavras-chave: Anaerobiose; Creatinina; Hiperplasia Endometrial Cistica; Microbiologia; SIRS.

Abstract

Pyometra is a disease resulting from bacterial interaction with cystic endometrial hyperplasia. The
aim of this study was to identify bacteria under aerobic and anaerobic conditions of intrauterine
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secretion of bitches with pyometra, Systemic Inflammatory Response Syndrome, status of the cervix,
peritonitis, serum biochemical measurements and to compare the prognosis of surgically treated
bitches. We used 15 bitches with pyometra, undergoing ovariohysterectomy. Blood count and dosage
of serum biochemicals were performed preoperatively. Urine was collected by cystocentesis during
surgery. After the uterus was removed, intrauterine secretion was aspirated; the samples were grown
aerobically and anaerobically, and urine aerobically. The animals were divided into two groups, G1
(hospital discharge until 48 hours) and G2 (discharged after 48 hours or death). Eleven samples of
intrauterine content (73.3%) had bacterial growth in aerobic and anaerobic conditions, and Arizona
hinshawii was isolated in a sample. Four urine samples (26.6%) had bacterial growth. There were
significant differences in status of the cervix, urea, creatinine, alkaline phosphatase between G1 and
G2. Although the etiology diversity found in intrauterine cultures was high, the evaluation of
azotemia, status of the cervix, and serum alkaline phosphatase dosage proved to be good prognostics
markers in female dogs with pyometra.
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Introducéo

O complexo hiperplasia endometrial cistica (HEC) — Piometra é uma enfermidade caracterizada pelo
acumulo intrauterino de pus, que acomete 9 a 15,2% de cadelas de meia idade a idosas. O tratamento
pode ser cirurgico, sendo realizada a ovariohisterectomia, ou medicamentoso, com farmacos
antagonistas do receptor de progesterona'’ 2, ambos os tratamentos associados a antibioticoterapia.
Essa afeccdo é responsavel por grande parte dos atendimentos veterinarios de carater emergencial e,
dependendo do microrganismo envolvido, pode levar o paciente ao 6bito devido a endotoxemia® 4,

Na literatura, a taxa de isolamento bacteriano de contetdo intrauterino de cadelas com piometra
variou de 88,1 a 100%5®. Entretanto, em pesquisas recentes, 20 a 26% das culturas foram negativas,
reforcando a necessidade de se estudar mais detalhadamente a etiologia bacteriana do conteudo
intrauterino de cadelas com piometra® 1),

Embora a piometra seja uma afeccao Unica, pode ser desencadeada por diferentes géneros bacterianos
e seu estudo se faz necessario para a determinacio precisa da evolugdo da doenca®, aliado a
avaliacdo da sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS), a exame clinico e exames
complementares, é de grande valia para a determinagdo do prognostico®?.

Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi comparar o isolamento e identificagdo de bactérias da
secrec¢do intrauterina, cultivadas em condic¢des de aerobiose e anaerobiose, e da urina em aerobiose
com a presenca da SIRS, status da cérvix, peritonite e dosagens séricas de ureia, creatinina, fosfatase
alcalina (FA) e alanina aminotransferase (ALT) com o prognostico de cadelas tratadas
cirurgicamente.
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Material e Métodos

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (n° 18/10). Todos os
procedimentos aos quais 0s animais foram submetidos tiveram prévia autorizacdo dos tutores.

Foram utilizadas 15 cadelas com diagnéstico clinico de piometra. Todos os animais foram submetidos
a tratamento cirargico (ovariohisterectomia) associado a fluidoterapia, antibioticoterapia e
acompanhamento clinico no pds-operatario.

O diagndstico de piometra nas cadelas foi realizado pela associagdo de dados da anamnese, exame
fisico, exames hematoldgicos e observacao de aumento uterino nos exames de imagem como raio-x
e/ou ultrassonografia.

No pré-operatério, durante o exame clinico, foi realizada coleta de sangue por venopuncao da veia
jugular externa. O sangue foi aliquotado em dois tubos plasticos, um contendo anticoagulante acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), para realizacdo de hemograma e contagem de plaquetas, e um
tubo seco para extracdo e armazenamento do soro a -20 °C.

O hemograma foi realizado por meio da espectofotometria (BS 120, Mindray®, China). As alteracdes
morfologicas das hemacias, contagem de plaquetas e a contagem diferencial dos leucécitos foram
avaliadas através de esfregaco sanguineo com coloracdo tipo Romanowisky (Panotipo réapido,
Laborclin®, Pinhais, Brasil). O soro foi descongelado a temperatura ambiente e determinou-se a
atividade sérica das enzimas Fosfatase Alcalina (FA) e Alanina Aminotransferase (ALT) através do
método cinético, as dosagens de ureia e creatinina foram realizadas pelo método colorimétrico em
espectofotdmetro (Dimension RXL®, Siemens, Erlangen, Alemanha).

Apos a estabilizagdo do paciente, foi realizada a ovariohisterectomia. Para inducéo foi utilizado
propofol (6 mg/kg), isofluorano para manutencdo anestésica e tramadol (3 mg/kg) para analgesia.
Durante a cirurgia foi realizada a cistocentese. Apds a remocdo do Utero, foi colhido contetdo
intrauterino, por puncdo asséptica. Imediatamente apds, as amostras de urina e de conteddo
intrauterino foram encaminhados para isolamento bacteriano.

Para a cultura da urina, 1 mL foi semeado em 9 mL de Caldo de Infusdo de Cérebro e Coragéo (Brain
and Heart Infusion, Biobras®, Montes Claros, Brasil) e incubado em condicdes de aerobiose a 37 °C
por até 48 horas. Os caldos com crescimento foram repicados em &gar sangue ovino a 5% (Himedia®,
Mumbai, india) e incubados a 37 °C em aerobiose por até 48 horas.

O conteddo intrauterino foi semeado diretamente em duas placas de &gar sangue. Uma placa foi
incubada em aerobiose por até 48 horas e a outra foi incubada em jarra de anaerobiose (GasPak™ EZ
Anaerobe Container System, Sparks, USA), a 37 °C por até 48 horas. O controle da anaerobiose foi
realizado com tira reagente para anaerobiose (BBL™ Dry Anaerobic Indicator Strips, Sparks, USA).

Foram analisadas as caracteristicas culturais, morfoldgicas, tintoriais e bioquimicas dos
microrganismos isolados pela Coloragcdo de Gram, prova da catalase, coagulase, oxidase, esculina e
NaCl 6,5%. Bactérias Gram negativas foram semeadas em meio seletivo MacConkey e identificadas
pelo sistema Bactray (Laborclin®, Pinhais, Brasil).
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A presenga de peritonite foi avaliada pelas alteragdes nos exames de imagem e visualmente no trans-
cirargico. O status de cérvix foi classificado em piometra aberta, quando havia a presenca de secre¢do
vaginal piossanguinolenta e ou purulenta, e piometra fechada quando n&o havia secrecdo vaginal.

Para a analise dos dados, os pacientes foram distribuidos em dois grupos: Grupo 1 (G1) para cadelas
que necessitaram de menos de 48 horas de internacdo apds o tratamento cirdrgico; e o Grupo 2 (G2)
para cadelas que necessitaram de mais que 48 horas de internacdo e/ou vieram a dbito.

A classificacdo como SIRS positivo ou negativo foi de acordo com os critérios estabelecidos por
Hauptman et al.*®), com sensibilidade de 97% e especificidade de 64%. Foram consideradas positivas
para SIRS aquelas cadelas que apresentaram dois ou mais dos seguintes critérios: 1) frequéncia
cardiaca > 120 bpm; 2) frequéncia respiratoria > 20 mpm; 3) temperatura retal acima de 39,2 °C ou
abaixo de 38,1 °C; 4) numero de leucdcitos totais acima de 16.000 ou abaixo de 6.000 ou ainda mais
que 3% de bastonetes.

Para a associacdo das varidveis SIRS, peritonite e status de cérvix com relacdo a morbidade e/ou
mortalidade dos casos estudados, foi utilizado o teste exato de Fisher. Para a comparacdo dos
resultados hematoldgicos e bioquimicos entre os grupos foi realizado o teste Mann-Whitney. Os testes
foram realizados no programa estatistico Epi Info 7 (CDC, Atlanta, USA), nivel de significancia de
5%.

Resultados

Dentre as 15 cadelas estudadas, sete (46,7%) eram sem raca definida, enquanto as racas Poodle e Shar
Pei foram representadas por dois (13,3%) animais cada, seguidas de um exemplar de Cocker Spaniel
Americano, Dog Aleméo, American Pit Bull Terrier e Shih Tzu (6,7% cada). A média de idade das
pacientes foi 8,4 + 3,5 anos e a média de peso corporal foi 15,3 £ 11,3 kg.

Das 15 amostras de conteddo intrauterino, 11 (73,3%) apresentaram crescimento bacteriano em
aerobiose e 11 (73,3%) em anaerobiose (Tabela 1). Em quatro (26,7%) amostras ndo houve
crescimento bacteriano.

Os resultados das culturas de secrecdo uterina foram semelhantes em condicdo de aerobiose e
anaerobiose, afinal s&o anaerdbicas facultativas. Exceto em duas amostras, em que foi identificado A.
hinshawii na condicdo anaerobica, e Proteus spp em aerobiose. Em uma segunda amostra, em
aerobiose foi isolado Staphylococcus spp e, em anaerobiose, Staphylococcus spp e Streptococcus

spp.
Das 15 amostras de urina, somente em quatro (26,7%) houve crescimento bacteriano, Escherichia

coli, Pseudomonas spp, Streptococcus spp, e Bacilos Gram negativos, lactose e oxidase negativa, ndo
identificado pelo sistema Bactray.
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Tabela 1. Bactérias isoladas e identificadas a partir de 11 amostras de secrecdo uterina
de quinze cadelas com piometra tratadas cirurgicamente

Aerobiose Anaerobiose
Isolamento
Amostras Porcentagem Amostras Porcentagem

Arizona hinshawii - - 1 9,09%
Bacilos gram negativos,

cros graih NEgativos. I 9,09% I 9,09%
oxidase negativa®
Escherichia coli 2 18.18% 2 18.18%
Klebsiella spp | 9.09% | 9.09%
Proteus spp 1 9,09% - -
Pseudomonas spp 1 9,09% | 9.09%
Staphylococcus spp 1 9,09% - -
Streptococcus spp 2 18,18% 2 18,18%
Streptaceccus spp e 1 9.09% 1 9.09%
Pasteurella spp
Streptococcus spp e L 9.09% 9 18.18%
Staphylococcus spp
Total de amostras 11/15 100% 11/15 100%

*Isolado nao identificado pelo teste utilizado.

Dentre as cadelas estudadas, cinco (33,3%) foram alocadas no G1 e dez (66,7%) alocadas no G2, das
quais oito tiveram periodo de internamento superior a 48 horas e duas cadelas vieram a ébito.

As variaveis SIRS, peritonite e status de cérvix foram comparadas com G1 e G2 para sua influéncia
ou ndo na morbidade e/ou mortalidade de cadelas com piometra. Apenas a variavel status de cérvix
apresentou associagéo significativa (Tabela 2).

As variaveis relacionadas ao hemograma e leucograma também foram comparadas entre G1 e G2
para verificacdo de associacdo entre estes exames hematologicos e a necessidade de internacéo
prolongada e/ou oObito em cadelas com piometra tratadas cirurgicamente. Ndo houve diferenca
significativa em nenhuma das variaveis (quantidade de hemacias, volume globular, hemoglobina,
leucocitos, segmentados, bastonetes e linfocitos).

A comparacdo entre os grupos dos valores referentes aos exames bioquimicos esta descrita na Tabela
3. Houve diferenca significativa quando avaliadas as variaveis ureia, creatinina e FA.
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Tabela 2. Frequéncia e associacdo das variaveis SIRS, peritonite e status de cérvix de
cadelas com piometra tratadas cirurgicamente, com a necessidade de internagio menor
que 48 horas (G1) e acima de 48 h e/ou obito (G2) utilizando o teste exato de Fisher
com nivel de significincia de 5%

Variaveis ¢l ¢ Valor de
n/total (%) n/total (%) P

SIRS
Sim 4/13 (30,8%) 9/13 (69,3%) 0,57
Nio 1/2 (50%) 1/2 (50%)
Peritonite
Sim 2/4 (50%) 2/4 (50%) 0,40
Nio 3/11(27.8%) 8/11(72.7)

Status da Cérvix
Aberta

Fechada

5/9 (55,56%)
0/6 (0%)

4/9 (44,4%) 0,04%
6/6 (100%)

*Associacdo significativa

Tabela 3. Mediana (minimo-maximo) dos valores de ureia, creatinina, FA e ALT de

cadelas com piometra tratadas cirurgicamente e a comparacdo da necessidade de
internacdo menor que 48 horas (G1) e acima de 48 h e/ou dbito (G2) por meio do teste

de Mann-Whitney com nivel de significédncia de 5%

Varidaveis Gl G2 Valor de p
27 83
Ureia (mg/dl) 0,01%
(21 - 45) (23 - 264)
- 0,8 2,2
Creatinina (mg/dl) 0,01%
({]13 - 1:4) (1 - 8'-."')
74 249
FA (UI/L) 0,03*
(16 - 198) (55 -2009)
23 23,5
ALT (UI'L) 0.9
(18 - 36) (12 -464)

*Associacdo significativa
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Discussao

O numero de amostras negativas a semeadura do conteudo uterino foi 26,7%, tanto em condicéo de
aerobiose quanto em anaerobiose, resultados semelhantes aos de Trautwein et al.? (20% de 20
cadelas com piometra) e aos de Sant’Anna et al.®) (26,3% de 80 fémeas).

Arizona hinshawii, que pertence a familia Enterobacteriaceae, foi anteriormente isolada em trato
gastrointestinal de répteis e aves e em casos de pielonefrite e meningite em neonatos humanos4 9,
N&o ha na literatura disponivel relatos de isolamento de A. hinshawii em conteddo intrauterino de
cadelas com piometra, demonstrando a necessidade de mais pesquisas com diferentes técnicas de
identificacdo bacteriana.

A frequéncia de isolamento de Escherichia coli foi de 18%, embora na literatura este agente seja
relatado como o principal microrganismo envolvido na patogenia da piometra canina, com
prevaléncia variando de 40,5 a 96% © 71618 Qs resultados desse estudo (18%) foram mais baixos
que o de outros autores nacionais, que relataram frequéncia de 36 a 55%® % 11.19),

Essas diferencas encontradas podem ser explicadas pela variedade de antibidticos e seu uso
indiscriminado em animais de companhia © 2%, Em estudos internacionais, em cadelas com piometra,
a resisténcia bacteriana a antibidticos como a ampicilina foi de 10% e & enrofloxacina 4%®Y,
enguanto estudos nacionais mostraram resisténcia bacteriana de 60% a ampicilina e 12,5% a
enrofloxacina®. 1sso demonstra que o uso incorreto de antimicrobianos pode favorecer a selecdo de
microrganismos resistentes??, colocando em risco ndo somente os animais de estimagio como
também a satde de pessoas por meio do convivio domiciliar®),

A realizacdo de cultura e antibiograma de contetdo intrauterino é importante, principalmente devido
a elevada taxa de multirresisténcia apresentada em estudos recentes & % 9. A escolha correta do
antibiotico, além de influenciar diretamente no tratamento, é fundamental do ponto de vista da satde
publica, devido ao aumento da frequéncia de seres humanos com infeccdes graves em Unidades de
Terapia Intensiva, com alto custo de tratamento e indice de mortalidade elevado®, além do
surgimento de indmeros casos de “superbactérias” multirresistentes®* 2%,

Algumas cadelas apresentaram cultura urindria positiva; entretanto, nenhuma delas apresentou sinais
clinicos referentes a infeccdo urinaria. Hagman e Kuhn®® haviam sugerido que as espécies
bacterianas sdo as mesmas em casos de infeccdo simultanea de trato urinario e piometra.

Embora alguns trabalhos ndo tenham relatado diferenca significativa entre o status de cérvix
relacionado ao prognostico® 19, evidenciou-se a alta frequéncia de piometra de cérvix fechada em
cadelas que necessitaram de mais de 48 horas de internagéo e/ou vieram a obito. Esta relacdo positiva
corrobora o conceito de que as piometras fechadas sdo mais graves, relacionadas a maior taxa de
leucocitose, ureia e FA séricas®”.

A diferenca nos niveis séricos de ureia e creatinina mostraram-se de acordo com outros estudos® 19,
confirmando que os resultados dessas dosagens podem ser de grande valia na avaliagcdo prognostica
dessa doenca. Este aumento pode estar relacionado a causas extra-renais, em consequéncia do maior
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catabolismo proteico associado a processos infecciosos graves®®, ou podem estar relacionado a
desidratacio e a reduzida perfusdo renal e/ou toxemia®@® 39,

E importante salientar que a fluidoterapia, preferencialmente com uma solugdo hidroeletrolitica
balanceada, como o Ringer com lactato, é fundamental para a recuperacdo destes animais e reversao
da azotemia, assegurando adequada perfuséo tecidual® ®.

Aumento significativo na FA no G2 foi detectado, quando comparado ao G1, e pode ser resultado de
colestase intra-hepatica, ao inves de dano especificamente hepatico, caracterizado pela baixa
atividade de ALT®®, ou refere-se ao aumento da atividade desta enzima por acdo de corticoides
enddgenos, devido ao estresse e & dor causada pelo quadro infeccioso®V.

Para a rotina do médico veterinario, a avaliacdo diagnostica e, principalmente, prognostica da
piometra canina sdo de grande importancia para a evolucgéo clinica da doenca e para a comunicacao
entre o profissional e o proprietario. A avaliacdo de exames bioquimicos e biomarcadores tem-se
mostrado uma ferramenta fundamental para o diagndstico precoce das complicagdes, podendo,
muitas vezes, predizer a morbidade e a mortalidade da doenga(® 9 1132,

Concluséao

Baixas concentracOes séricas de creatinina, ureia e FA e status da cérvix aberta foram associados a
um tempo de internagdo menor que 48 horas em cadelas com piometra, mostrando-se bons
marcadores progndsticos para esta doenca. A realizacdo da cultura e antibiograma do contetdo
intrauterino é fundamental na escolha do antibi6tico para que o tratamento seja eficaz.
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