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RESUMO

Resposta inflamatdria em éguas apos inoculacéo iauterina de

trés diferentes cepas d&scherichia coli

Autor: Giovani Casanova Camozzato

Orientador: Caroline Wolf

A endometrite € a causa mais importante de inféatle em éguas falhadas e inflige
grandes perdas na industria de criacdo de equifescdes uterinas bacterianas podem
ocorrer em 25 % a 60 % das éguas estéreis e odeageatogénicos mais
frequentemente isolados s&treptococcus zooepidemicus Escherichia coli A
endometrite causada p68treptococcus spem sido amplamente estudada, no entanto,
pouco se sabe sobre a resposta endometrial daadgu@oli. Infeccdo focal induzida
por E. coli foi associada com resposta inflamatéria uterinmaseexsudativa do que
infeccdo por Streptococcus zooepidemicuEm contrapartida, alguns estudos tém
mostrado que as infeccbes uterinas Ppocoli foram menos propensos a ter evidéncia
citolégica de inflamacéao. O objetivo deste estumladéscrever a resposta inflamatoria
apos a inoculacao intra-uterina com trés diferecépsis dé&. colina égua. Nove éguas
ciclicas , com idades entre 7 e 20 anos, forantiseledas e seu estro detectado por
palpacdo transretal e ultrassom. Somente éguasactiente normais com citologia
negativa e bacteriologia foram utilizadas no expernto. Trés diferentes cepas He
coli obtidas a partir de: (UTwabuterino de uma égua com endometrite, (S&abdo
vestibulo de uma égua saudavel e (FE) a partiredesfde égua, foram utlizadas.
Subsequentemente , as éguas foram submetidasaigi@e intrauterina com 3x%de
bactérias de uma das trés diferentes cBpasli. Todas as éguas foram desafiadas com
as trés cepas de. coli de forma aleatoria nos ciclos subsequentes. Umaplis a
infeccdo, foram realizados exame clinico do tr&toitgl por espéculo, ultrassonografia,
citologia endometrial e cultura bacteriologica. essprocedimentos foram repetidos
diariamente até ser diagnosticado cultura bacieearitologia negativa. Todas as éguas
tiveram leve (<10/campo ) a grave (> 20/campo) nodilih endometrial 24h apos a
inoculacdo deE. coli. Em 25 das 27 infecgBes ( 92,6 %), sinais cliniaginais e
liguido intra-uterino (LIU) foram detectados. Smailinicos vaginais graves como
aspecto purulento e mucosa hiperémica foram old&svaem 17 infeccbes e 8
apresentaram sinais leves. Apenas 59,2% das ifeoedperimentais (16/27) foram
positivas a cultura par&. coli 24h apés a infeccdo. O tempo necessario para a
eliminacdo das bactérias foi, em média de 2,8 (ias 1,0 ). O tempo para o



desaparecimento da inflamacdo (presenca de leasépitlimorfonucleares) foi em
média 3,4 dias (+0.8). Em conclusdo, a endometdigsada poE. coli provocou
citologia positiva e a maioria das éguas desenvaiwesinais clinicos vaginais de
endometrite e acumulo de liquido intrauterino, hagendo diferenca entre as cepas de
E. coli



ABSTRACT

Endometritis in mares experimentally infected witlee different strains d&. coli

Author: Giovani Casanova Camozzato

Adviser: Caroline Wolf

Endometritis is the most important cause of infigytin barren mares and inflicts
major losses on the equine breeding industry. Batteterine infections occur in 25%
to 60% of barren mares and the most frequentlyaiedl pathogens a&treptococcus
zooepidemicuandEscherichia coli Endometritis caused Iftreptococcus spas been
widely studied. However, little is known about theare’s endometrial response Eo
coli. Focal infection induced b¥. coli was associated with less exudative uterine
inflammatory response than IStreptococcus zooepidemiclis.contrast some studies
have shown that uterine infections By coli were less likely to have cytological
evidence of inflammation. Treatment of mares wignspstent uterine infections needs
to be directed towards the underlying breakdowthefuterine defense and against the
microbial agent. The aim of this study was to diéscthe inflammatory response after
intrauterine inoculation with three different straiof E. coli in the mare. Nine cyclic
mares aged between 7 and 20 years old were selantedheir estrous detected by
transrectal palpation and ultrasound. Only clinicahormal mares with negative
cytology and bacteriology were used. Three diffesgrains ofE. coli obtained from:
(UT) uterineswabof a mare with endometritis, (VE) vestibukwabfrom a healthy
mare and (MA) from mare manure, were used. Subsgiguéhe mares were submitted
to intrauterine inoculation with 3x2. coli of one of the three different strains. All
mares were challenged with each strainEof coli in a randomized order in the
subsequent different cycles. One day after infectadinical examination of the genital
tract by speculum, ultrasound, endometrial cytolagg bacteriological cultures were
performed. These procedures were repeated dailly negative culture and negative
cytology were diagnosed. All mares had slight (fig#@) to severe (> 20/field)
endometrial neutrophilia 24h aft&r coli inoculation. In 25 of 27 infections (92.6%),
vaginal clinical signs and intrauterine fluid (IUR)ere detected. Severe vaginal signs
with purulent aspect and hyperemic mucosa wererebdein 17 infections and 8
presented mild signs. Only 59.2% of the examinatid®/27) werde. coli positive 24h
after the infection. The time needed for eliminatiof bacteria in mares treated with
leukocytes and mares of control group was in awera@ days and the cytology
remained positive 3.4 days in average. In conctydio coli endometritis provoke a
positive cytology and most of the mares developsginal clinical signs of endometritis
and IUF, with no difference amorfigj coli strains.
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1 INTRODUCAO

O agronegécio do cavalo ganha a cada ano maioc@smamercado brasileiro,
sendo uma importante atividade econdémica e sOEgte segmento movimenta 7,5
bilhdes de reais/ano e gera aproximadamente 65@mplegos diretos e cerca de 2,6
milhdes de empregos dietos e indiretos (CNA, 20@6ampo e na cidade (LIMAt
al., 2006), superior aos gerados pela industria anpitdistica. O Brasil possui 6
milhdes de animais e € o terceiro maior rebanhmaiodo (NASCIMENTO, 2009).

A espécie equina foi, por muito tempo, conside@da menor fertilidade entre as
espécies domésticas (VOSS, 1984). Isto foi atribwddcaracteristicas de selecédo e
também a problemas relacionados ao manejo repvodufA endometrite, com
sintomatologia restrita ao Utero, € uma das praisirausas para a reducdo da
fertiidade em éguas ocasionando perdas considsréeesetor de criacdo de equinos
(CAUSEY, 2006), sendo que as infec¢cOes uterinatebanas ocorrem em 25% a 60%
das éguas falhadas (DIMOCK, 1928; COLLINS, 1964).

A Escherichia colié um dos agentes mais isolados em culturas endaimetm
éguas (RICKETTS, 1977; FERREIR#D al,, 1986; MATTOSet al, 1984). A infeccéo
por E. Coli normalmente é persistente (DIMOCK; EDWARDS, 192f)ém pouco se
conhece sobre a resposta inflamatéria na égua @ABRBIet al, 2007). Em infeccdes
cronicas, sabe-se que a bactéria secreta um hbégfimma matriz hidratada de
polissacarideos e proteinas, que proporcionam unarizmadesiva para as
microcolénias (FREEMANet al, 1990; COSTERTOMt al, 1995; SHAPIRO, 1998;
EMODY et al, 2003; SOTCet al, 2005). Aparentementeka Coli causa uma resposta

inflamatdria uterina pouco exsudativa (EAT@Nal, 2010).

Tendo em vista o impacto econdmico que a subfiatii/infertilidade tem sobre a
industria equina, é necessario compreender melhaeacdes que a égua apresenta
frente a agressdes por microorganismos envolvigosnfeccao/inflamagao uterina,

assim como buscar e provar melhores métodos @deneato.

Este trabalho teve como objetivo avaliar as reagdl@sicas e a resposta
inflamatoria uterina da égua frente a infec¢cbesBrEntais com diversos sorotipos de
Escherichia coli.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Endometrite

O termo endometrite refere-se a um processo inffamaagudo ou crénico
envolvendo o endométrio (PYCOCK, 2007) podendorestaociada a uma infeccéo
bacteriana ou ndo (KENNEY, 1992). Na espécie equam endometrites sao
consideradas como uma das causas mais frequentededdidade (VOSS, 1984,
BRINSKO et al, 2011), sendo responsaveis por grandes prejainosua reproducao e
consequentemente, sua producdo. Estas inflamag@esesponsaveis por grandes
perdas econdmicas, pois, sd0 as principais causasaite embrionaria na égua
(DARENIUS, 1992).

Fontes de contaminacdo do Utero que levam ao dasenento de endometrite
incluem o parto, exames reprodutivos, inseminagéificeal, monta natural e auto
contaminacgéao por caracteristicas conformaciond®NBKO et al, 2011). Geralmente
o limen uterino da égua fértil é estéril, apesafatio de ser contaminado na cobertura,
consegue eliminar os elementos indesejaveis enmalkgunoras. Endometrite induzida
pela cobertura € uma reacao fisioldgica nos eqiiaosedita-se que esta resposta
inflamatoOria seja necessaria para remover bactér@gaminantes e excesso de
espermatozoides introduzidas no utero (TROEDSSOOD6R Apds o coito é
necessario que o ambiente uterino esteja aptorpeeher o embrido em torno dos 5,5
dias de prenhez (PYCOCK, 2000).

A endometrite se associa frequentemente com inéscedr microorganismos,
porém existe uma variedade de desafios endometigasincluem agressoes fisicas,
quimicas e bioldgicas, as quais podem desencadearasposta inflamatoéria. Infeccdes
bacterianas no trato reprodutivo estdo entre asipdis causas de infertilidade na égua
(HUGHES; LOY, 1975). Os agentes microbianos matoetrados nas endometrites na
espécie equina sdo bactérias e fungos. As bactéaas isoladas sad@treptococcus
equisubespécieooepidemicu§s-hemoliticq, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginddATTOS et al, 1984; RIDDLE;
LeBLANC; STROMBERG, 2007; TROEDSSON, 2011). Em ustudo feito por
Mattoset al, (1984) de 25 éguas com crescimento bacterig8f, f@ram positivas a

Streptococcus zooepidemiccu$% paraEscherichia coli 8% paraKlebsiellee 4% a
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fungos. Por outro lado, em um estudo realizado 28théguas inférteis que avaliava o
lavado uterino de baixo volume como diagnosticcapamdometrite, LeBlanet al,
(2007), isolou mais frequentemente a bacté&riacoli (27,6%) seguindo d&. equi
zooepidemicug20,9%), resultado que concorda com outro estiBIOCCA et al,
2013), no qual se administrava dexametasona ens @gura alto risco de desenvolver
endometrite persistente induzida pela coberturatdNexperimento isolou-se com maior
frequéncia a bactérig. coli (42,5%), seguido poBtreptococcus equi zooepidemicus,

Proteus spe Klebsiella sp

A frequéncia de éguas com bacteriologia positiveiavantre 10% a 37%
(WINGFIELD-DIGBY, 1982). Essa elevada frequénciadposer atribuida a certos
fatores predisponentes da espécie ou de certas @gadice de prenhez de éguas com
endometrite € muito inferior ao de éguas higida®ATVIOS et al, 1984), o que
comprova que a inflamacdo uterina estd altamerndeioaada com a fertilidade da
égua. Em adicao, éguas com cultura bacterianaiy@osihtes da cobertura tiveram
menores taxas de prenhez do que éguas com cufkegasivas (RIDDLE; LeBLANC,;
STROMBERG, 2007).

As fémeas da espécie equina podem ser divididadogsrgrandes grupos: éguas
susceptiveis e éguas resistentes a endometritdproen a capacidade de seus
neutréfilos fagocitarem os agentes bacterianos aamacidade de sua musculatura
uterina eliminar mecanicamente o conteudo em atbo®és (WATSON, 1988). Uma
variedade de fatores contribui com a susceptildbdaendometrite persistente induzida
pela cobertura, incluindo idade, qualidade enddalete histérico reprodutivo
(WOODWARD; TROEDSSON, 2013). Além disso, a confocd@externa e interna do
trato reprodutivo esta associada com susceptiddideendometrite persistente. Eguas
com ma conformacao perineal tém uma maior incidédei endometritepds-cobertura
do que as éguas normais (HEMBERGal, 2005). As éguas resistentes respondem a
invasdo bacteriana com um mecanismo de defesaeataneficiente, e as bactérias
introduzidas no Utero, durante a cobertura ou pado geralmente eliminadas apos
poucas horas (ASBURY¥t al, 1982). Eguas que eliminam a contaminacgéo bacteri
em 36-48 horas tém a defesa uterina funcional eladeificadas como resistentes. Ja as
éguas classificadas como susceptiveis, falhamngmati o Utero da contaminagéo, pois
tem a defesa uterina comprometida (TROEDSSON, 1997)
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A habilidade fisica do utero em eliminar bactéraehris inflamatorios e fluido é
conhecido como um fator critico de defesa uterinégygicamente, qualquer prejuizo
nessa funcdo (defeito de contratilidade miomefridyrna a égua susceptivel a
endometrite persistente (TROEDSSON; LIU, 1991; LARIC et al, 1994b), ou seja
quando este sistema de defesa uterina falha (égusseptiveis), o organismo
contaminante se estabelece produzindo inflamacdmteente uterino desfavoravel a
gestacdo (HUGHES; LOY, 1969). Esta presenca deld]ubactérias e produtos
inflamatorios podem prejudicar o transporte espdomé& a fertilizacdo e pode ser

incompativel com a sobrevivéncia do embrido (WAITBELL, 1982).

Em éguas clinicamente sadias, a infiltracdo deréfflos para o endométrio e
[imen uterino parece ser responsavel pela remogéalide bactérias invasoras (LIU;
CHEUNG, 1986). O influxo de PMNs é uma reacéao liigjeca designada a eliminar o
excesso de espermatozoides e bactérias contansndmtétero, realizando um papel
essencial a fertilidade normal (FREEMA® al, 2013). A migracdo de neutrofilos da
corrente sanguinea para os tecidos € um proceggotante na inflamacao, as células
fagociticas migram para o interior do Utero cerea3@ minutos ap0s a contaminacao
(PYCOCK; ALLEN, 1989). O influxo de PMNs é acompadb por uma regulagéo de
citocinas pré6 e antiinflamatérias, resultando ndvagBo de mudltiplas vias
(WOODWARD; TROEDSSON, 2013). Deficiéncias na pradlmcmigracao, ingestéo e
lise intracelular dos neutrofilos podem ser a calesanfeccdes bacterianas resistentes a
tratamentos (BRENNEIS; HANSCH, 1993). A atividadgdcitica de neutrofilos em
éguas susceptiveis € menor, provavelmente comdtadsude efeitos negativos das
secrecdes uterinas devido a fagocitose. No entastes neutrofilos sdo altamente

eficientes se estiverem em ambiente ideal (TROED§3093).

2.2 Escherichia coli

A espécie bacteriana denomindeischerichia colié um bastonete gram negativo,
nao esporulado, oxidase negativa, mével por flageleritriquios ou nao, anaerobia
facultativa capaz de fermentar a glicose e a lactmsn producdo de &cidos e gases,
pertencente a familia Enterobacteriaceae (BRENNERB4).

Esta espécie pertence ao grupo de coliformes fexaislo descrita pela primeira

vez por Dr. Theodor Escherich em 1885 ao tentdarnsm agente causador da colera
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(ESCHERICH, 1989). Os coliformes fecais sao caraetdos por produzir acido e gas
em caldo ECHKscherichia col em temperaturas compreendidas entre 44°C e 46°C.
E. coli é a espécie comensal predominante na microbiotx@iea facultativa do trato

intestinal dos humanos e animais de sangue qUERRSAR; HILL, 1974).

Estes agentes podem ser classificados baseandw-periil de trés antigenos
bacterianos através de provas sucessivas de aginagéo. O antigeno flagelar “H”
pode ser identificado pela sequencia de aminoacigos compde a unidade
fundamental do flagelo, a flagelina. Ja o antigsamatico “O” compde o corpo da
bactéria e o antigeno “K” faz parte da capsula dseatia e quando presente em
quantidade suficiente possui funcdo antifagocitéhtualmente, sdo conhecidos 173
antigenos “O”, 103 antigenos “K” e 56 antigenos “‘tTHOMAS; BETTELHEIM,
1998) e frequentemente se desenvolvem pesquisgsi®ise associa uma doenca a um

certo sorogrupo dE. coli.

Em seres humanos, apesar de sua enorme importdoomeente nesta década
intensificou-se o estudo de marcadores genéticosirdééncia, com o objetivo de
caracterizar melhor seus mecanismos de viruléAdcimlmente, ha uma lista de cerca
de 40 fatores de viruléncia relacionados, na suariaaa coloniza¢cdo do hospedeiro
(adesinas/invasinas), a sobrevivéncia no ambieditaietestinal (sistemas de captacdo
de ferro), ao escape das defesas do hospedeiooefajue dificultam a fagocitose, ou
que promovem resisténcia ao complemento presensenod (JOHNSONet al, 2005;
EWERSet al, 2007).

Esta bactéria produz diversas infecgbes extrainggst E a causa mais comum de
infeccbes do trato geniturinario, bacteremia, mgitén infeccbes neonatais, intra-
abdominais, pneumonia e ocasionalmente implicada csteomielite, celulite e
infeccdes de feridas (JOHNSON, 2002). Entre as @giseto trato causadas [or coli
uropatogénicas mais frequentes séo cistite e prareat cadelas e prostatite em caes.

A bactériaE. coli é o segundo agente mais isolados em culturas ezidais em
éguas (MATTOSt al, 1984), assim como em vacas, sendo que nestei@gpagente
mais comum € a bactér&aphylococcus aureyXU et al, 2008). Tem-se relatado que
uma vasta gama de bactérias, principalmerte eoli sdo isoladas do utero de porcas
com e sem endometrite (DE WINTERal, 1995).

Bicalho et al, (2010), reportou seis genes Hacoli fimH, astA, cdt, kpsMlI,

ibeA e hlva geralmente associados com invasao esdadbacteriana, tanto em metrite



17

como endometrite clinica em vacas. O gene fimHd#eémcia esteve presente em 87%
das infecgbes uterinas e em 29% foi fortementecastm com aumento do risco da

doenca.

Em éguas, pouco se sabe sobre a resposta inflaaniaéite a uma infeccdo com
E. coli (LeBLANC, 2007; EATON, 2010). O exsudato uterimo mfec¢des poE. coli,
pode ser viscoso, semelhante ao relatado parac@d@sccomKlebsiellg tornando-o
dificil de isolar em uma cultura coswah No trato geniturinario de seres humanos se
adere tenazmente ao epitélio, impedindo sua remiigiga (BEACHEY, 1981). AE.
coli induziria uma resposta inflamatéria uterina meersudativa e provocaria mais

reacao no tecido endometrial do que.@®quizooepidemicEATON et al,, 2010).

Em um estudo realizado por Riddle; LeBlanc; Strergb (2007), o tipo de
microrganismo recuperado pgwabinfluenciou no resultado da citologia uterina. tédes
estudo, citologias positivas foram menos comunsdm&oram isoladas bactérias gram-
negativas (52 a 55%) do que quando isoladas graitiyas (67 a 82%).

Em outro estudo (NIELSEMet al, 2010), amostras de culturas bacterianas
positivas paréE. coli ndo foram associadas com a presenca de PMNs. Ormidee
amostras de citologia negativa p&trecoli, foi significativamente maior em comparagao
a citologia negativa para outras espécies bactaiarEste, concordou com o estudo
realizado por Bindslev (2008), onde a presencaMiid?em amostras positivas pd&ta
coli foi muito menos provavel que amostras positivas féreptococcus equi subsp.

Zooepidemicus.

De acordo com Walteet al (2012), onumero de coldnias & colindo é
correlacionado com o numero de PMN em esfregacoperentagem de culturas
positivas acompanhadas por PMNs em esfregacos dmlngente baixa, porém
maisculturas puras do que as culturas mistds deli com as bactérias ndo patogénicas
tiveram resultados citoldgicospositivos (37% verd38o). A proporcdo de culturas
puras deE. coli, acompanhados por PMNs em esfregacos era ainda maaia
(ligeiramente > 10%) em estudos anteriores (WINGBIBPIGBY; RICKETTS, 1982;
WAELCHLI et al, 1993), tornando dificeis as interpretacdes deiras positivas d&.
coli do Gtero da égua.
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2.3 Mecanismos de Defesa Uterinos

A cobertura ou inseminacao de éguas sao seguidasaenfeccdo e inflamacao
transitérias. Eguas normais eliminam bactériasn@dim-se de produtos inflamatdrios
rapidamente (KATILA, 1995). Mecanismos de defesatumais existentes no Utero
visam promover a rapida eliminacdo da contamindgéderiana que ocorre durante o

parto ou cobertura.

O utero dispde de mecanismos de defesa fisicoss@meas barreiras fisicas e
contratilidade endometrial e 0os mecanismos imunoddy compostos pelo sistema
imune humoral e celular para promover uma rapithaih¢cdo dos agentes causais da
inflamacédo (HUGHES; LOY, 1969).

2.3.1 Barreiras Fisicas

As barreiras fisicas sdo constituidas pela vuleatilbulo e cérvice, que impedem
a entrada de ar, material fecal e urina no Uteebedpécie equina, independentemente
do método de cobertura, 0 sémen € depositado nadtina, portanto, neste momento,
as barreiras fisicas séo ultrapassadas, sendoeonegpzoide, proteinas do plasma
seminal e bactérias do sémen e do pénis do garamsdonsaveis pela inducdo de uma
resposta inflamatéria aguda (TROEDSSON, 1997). €feitds na conformacéo do
perineo interferem nas barreiras que separam oeatebuterino do meio exterior
(CASLICK, 1937), ocasionando pneumovagina e expandtero a agentes irritantes e

contaminantes, favorecendo o estabelecimento degéb.

A conformacéao perineal sofre grande influénciad#ale, tendo sido demonstrado
por Pascoe (1979) que éguas com boa conformaca@mpoecessitar reparacao vulvar
com o avancar da idade e apds certo numero desp@rtautor demonstrou, também, a
influéncia da condicdo corporal sobre o fechamentvar. Eguas em ma condicio
corporal tém maior probabilidade de apresentar mogagina devido a reducdo do

tecido adiposo na regido vulvar

Além disso, aderéncias e laceracdes de cérvicsulléfim a limpeza mecéanica do

Gtero durante o estro, podendo causar acumulo sixoede liquido durante o diestro e
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impedindo o fechamento adequado da cérvice, ompede a manutencao da prenhez
(CASLICK, 1937).

2.3.2 Limpeza Fisica do Utero

Um importante mecanismo para a eliminagdo rapidagknte agressor e dos
componentes e subprodutos inflamatérios é a cdidaate miometrial, que é
imprescindivel para a limpeza fisica da luz ute(lB¥ANS et al, 1987; LeBLANCt
al., 1994; TROEDSSONt al, 1993).

Durante o estro, ocorrem periodos de atividader&tintle aproximadamente 5
minutos, alternados com periodos equivalentesptrus®d. As contracdes do miométrio
facilitam esta drenagem, ao comprimir os vasoaticds, que movem o fluido em
direcdo aos linfonodos (GUYTON, 1991). A expulsdiciente de fluidos uterinos e
debris envolve contracdes sincronizadas dos tecidogmetriais circulares e
longitudinais (HIRSBRUNNERt al, 2006; HIRSBRUNNEF al., 2010).

A limpeza deficiente do Utero durante o estro € aomcausa de endometrite
recorrente na égua (TROEDSSON:; LIU, 1991). Egudisagee susceptiveis tém uma
disfuncdo mecéanica na limpeza de produtos do U&eracumulam fluidos apés
inoculacdo de bactérias durante o estro (LeBLA&Cal, 1989). Troedssort al
(1993) observaram uma atividade miometrial semétham éguas susceptiveis e
resistentes nas primeiras 6 a 8 horas apos in@u@eStreptococcus zooepidemicus
gue diminuiu apos este periodo nas éguas susadsptive um experimento, 0os autores
infundiram nanquim no Utero de éguas resistentegseeptiveis durante o diestro e
verificaram uma drenagem linfatica mais lenta rmasmeé susceptiveis (LeBLANE& al,
1995).

A demora na limpeza de subprodutos da inflamacamipee a aderéncia das
bactérias no endométrio (LeBLAN& al, 1994a). Durante o diestro, quando a cérvice
esta fechada, é provavel que os vasos linfatiagamriaa reabsorcdo de algum fluido ou
particula remanescente no utero (LeBLANCE al, 1995). Apdés a ovulacdo e o
fechamento da cérvice o sistema linfatico tornaesponsavel pela drenagem de
subprodutos do processo inflamatério. Entretardoa gue a drenagem linféatica exerca

sua funcéo é fundamental uma boa contratilidadenetical (LeBLANCet al., 1995).
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2.3.3 Mecanismos Celulares e Imunolégicos de Defesa

A imunidade celular no uUtero da égua é compostacdragnte por células
fagociticas, dentre as quais, os neutrofilos pafiomucleares sdo as principais células
de defesa do Utero e ja estdo presentes na lunautgd minutos apés a cobertura
atingindo o pico inflamatério em 12 horas (KATILAQ95; TROEDSSON, 1997).

Em éguas clinicamente sadias, a infiltracdo deréglos para o endométrio e
limen uterino parece ser responsavel pela remogéal ide bactérias invasoras (LIU e
CHEUNG, 1986). Além da infiltracdo de neutrofilassorre um influxo de proteinas
séricas e o endométrio tem a capacidade de desenwupha resposta imune tipica, com
producao e secrecéo seletiva de imunoglobulina&SAWIDDERSet al., 1985).

Os leucocitos, em especial os neutrofilos polimuntdeares, migram do vaso
sanguineo para o tecido adjacente e, dele, pareabda inflamacéo. Estudos feitos em
camaras quimiotéticas constataram que neutréfimsnprfonucleares nas secrecdes
uterinas de éguas susceptiveis tém menor capaciadeigrar e fagocitar bactérias,
quando comparados com éguas resistentes €Llal, 1985; WATSONet al, 1987).
Mais tarde, Troedssenh al (1993) sugeriram que a fagocitose deficiente gelo
neutrofilos seria resultado da influencia negatiles secre¢Bes uterinas de éguas
susceptiveis, que seriam mais pobres em opsonueag)secrecdes uterinas de éguas
resistente a endometrite. No entanto, estes ndografdo altamente eficientes se
estiverem em ambiente ideal (TROEDSSé&iN, 1993).

A migracdo de neutréfilos da corrente sanguinea partecidos € um processo
importante na inflamacé&o. As células fagociticagram para o interior do Utero cerca
de 30 minutos ap0s a contaminacdo (PYCOCK; ALLEN88). Deficiéncias na
producdo, migracédo, ingestao e lise intracelula meutrofilos podem ser a causa de
infecgBes bacterianas resistentes a tratamento&NBIEIS; HANSCH, 1993). Em
alguns estudos foi observado que o pico de nelatsofio Utero ocorre 6 horas apés

infusdo de interleucina recombinante humana (ZERBd&, 2003).

O sistema imune humoral, como mecanismo de defesha na égua, atua
basicamente através das imunoglobulinas e do sistemplemento (TROEDSSO#t
al., 1993).Na resposta a contaminacao bacteriarimwmglobulinas tém como funcéo
principal sua capacidade de ligar-se ao microosganj fazendo a opsonizacéo e, desta

forma, facilitando a fagocitose pelos neutrofildgm disso, o anticorpo pode ativar a



21

cascata do sistema do complemento, o que aumarda ai eficiéncia da fagocitose
(ROOK, 1992). Imunoglobulinas, 1gG, IgT, IgA e IgMpram encontradas nas
secrecdes uterinas de éguas (KENNé&Yal, 1975), sendo observadas concentracdes
mais altas de imunoglobulinas nas secrecfes usedim@ue no soro, 0 que demonstra a
producdo de imunoglobulinas no endométrio (etal, 1981; WIDDERSet al, 1985).

O sistema complemento é uma das principais viasrageda inflamacgéo, tendo
como consequéncia de sua ativacdo a opsonizacatyagao e a lise celular. O
componente C3 do sistema complemento € o mais ferger na opsonizacao de
bactérias, sendo que as células fagociticas apaesereceptores para ele e foi
considerado como fator principal de quimiotaxia d&srecfes uterinas da égua
(TROEDSSONet al, 1993). Ativada a cascata do complemento, 0 coeme C3
deposita-se na superficie do agente, promovendusenzacdo. Produtos da ativacéo

do complemento estimulam a quimiotaxia e a ativagileucocitos.

2.4 Diagnostico de Endometrite

O diagnéstico da endometrite € baseado no hist@léc@gua, exame externo,
exame vaginal, palpacdo e ultra-sonografia do tgaioital, bem como diagndstico
laboratorial, incluindo cultura uterina, citologtasippsia endometrial e ocasionalmente,

exame endoscopico do trato reprodutivo da égual(Ré&E et al.,, 2009).

2.4.1 Exame Clinico

Através da inspecao da genitalia externa, podeaksar a conformacéo vulvar e
a coaptacao dos labios vulvares. A conformacadtdesa em éguas facilita a entrada
de contaminantes no trato genital externo (CASLIC®37; SILVA, 1983)

Também no exame clinico, a endometrite pode sgnds#dicada visualmente pela
presenca de secre¢cdo mucopurulenta na comissutealvda vulva e nos pelos da
cauda, podendo haver também anormalidades na rpgiédeeal. Na palpacéo retal, o
Gtero se caracteriza por ter pouco ténus e auntmtmlume, o que se deve ao edema
inflamatoério (HUGHES; LOY, 1975).
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Antes do uso da ultrassonografia, era dificil deiear a presenca, e muito menos
da natureza e quantidade de fluido presente no dkeréguas. Desde seu advento, a
utilizacdo da ultra-sonografia na reproducéo teveimpacto profundo sobre a nossa
capacidade de detectar a presenca de liquido tetiraa na égua, bem como a sua
gravidade (LIU; TROEDSSON, 2008).

O exame ultrassonogréfico do Utero revela um awngsd dobras endometriais,
com qualidade variada de fluido livre na luz doa@rgpodendo ter diferentes graus de
volume e ecogenicidade (CURNOW, 1991). O autobaitescores para estes quesitos,
com o volume variando de 1 a 3, de minimo a graudenulo e a qualidade variando
de 1 a 4, indo de ndo ecogénico a fortemente emmg@dm excessivo acumulo de
fluido durante o estro, detectado ao ultrassome @ail associado a inflamacao uterina
(ALLEN; PYCOCK, 1989). Borbeet al, (2012) relataram que 75% das éguas com
acumulo de liquido intrauterino apresentam cit@opgbsitiva, oS mesmos também
relataram que 36,5% das éguas que nao apresentquidho intrauterino sdo positivas
a endometrite diagnosticadas pela presenca de Pigame citologico, o que sugere
uma melhor acuracia desta técnica em comparacadiagmostico feito através da

ultrassonografia.

A retencdo de fluido no utero por si s6 ndo seatarma contribuicdo para a
capacidade de diagndstico de endometrite, no entamtliar o carater do fluido, o
volume acumulado de liquido e ecogenicidade, popaa informacdes importantes
sobre a presenca e a gravidade da inflamacéo aifgdid; TROEDSSON, 2008).

Através da vaginoscopia, pode-se observar um c@ono relaxado, aberto e
fortemente hiperémico, podendo haver acumulo dddtuno fundo de saco vaginal e
no orificio cervical (NEELY, 1983). A confirmacéoo ddiagndstico pode ser feita
através da citologia e bacteriologia endometrethde a presenca de neutréfilos na luz
uterina um indicador absoluto de inflamagcao (KNUDSE964; MATTOSet al,
1984).
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2.4.2 Exames Complementares

2.4.2.1 Exame Bacterioldgico

O exame bacteriolégico foi considerado como um naeixiliar de diagnostico,
pois o fato de se obter bactérias na cultura né@annecessariamente endometrite
(HUGHES, 1978). Ele deve sempre ser associado amexitolégico e ao quadro
clinico (PIMENTELet al, 1989).

Os autores Merket e Von Leppel (1970), propuseram técnica simples que
consiste do uso da pinca de Albrechtsen para fixdg&cérvix e da pinga de Merkt para
a coleta propriamente dita, a qual protegevabsestéril da contaminacdo. O conjunto é

introduzido na cavidade vaginal através do espeteilBolansky modificado.

O swab uterino para exame bacteriolégico deve ser rahlizareviamente ao
exame citolégico ou bidpsia, para se tentar obtea amostra livre de contaminacdo
latrogénica. Serve para identificar o agente eizaalum antibiograma para futuro
tratamento. O exame bacterioldgico, quando isotexdle dar um resultado irreal devido
a existéncia de flora sapréfita vaginal que pod#aminar as amostras (SILVét al,
1987). Este tem significado quando associado amiblogia clinica ou a presenca de
células inflamatérias na citologia ou na biopsiéém disso, deve indicar um agente
potencialmente patogénico Stf(eptococcus zooepidemicus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, h$@mccus aureys

preferencialmente em cultura pura.

O emprego da cultura de wswabuterino para exame bacterioldégico apenas tem
sido insatisfatério para o diagnostico de infeccigsinas uma vez que potenciais
patdogenos podem ser isolados de Uteros sadios (BENBO87). Apenas 40% dos
casos de inflamacé&o uterina mostram crescimentedi@ogico significativo e 13% de
éguas sem endometrite mostram crescimento pos(ROSSDALE; RICKETTS,
1980). H4, também, casos de inflamacao uterinagoeestao associados a crescimento
bacteriano, pois, podem ser causados por agentastgs como ar (pneumovagina) e

urina (urovagina).

Ball et al (1988) desenvolveram uma técnica de coleta p@gkm com baixo

volume de solucéo salina através de um catetereritinto, comparando a técnica de
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lavagem com a de coleta através do espéculo, eas é@gya regido vulvar era marcada
por uma solucdo ddescherichia coli Waelchli et al (1992), concluiram que a
contaminagcdo das amostras era muito maior comracégda lavagem do que com

auxilio do espéculo.

2.4.2.2 Citologia endometrial

O exame citoldgico de uma amostra uterina € umanfenta de diagnodstico
extremamente Util, e varios autores tém colocadwoiaa sensibilidade acima do teste
bacteriologico (WINGFIELDDIGBY, 1978; MATTOSt al, 1984; RIDDLEet al,
2007).

Um recente estudo relacionou os achados citologecbscterioldgicos com as
taxas de prenhez, onde éguas que demonstraramga@t@ositiva obtiveram menores
taxas do que éguas com citologia normal, indepeaddos resultados da cultura
bacteriana (RIDDLEet al, 2007).

Desde que a citologia endometrial foi descrita camo método auxiliar de
diagnostico para avaliar a inflamacdo endometnialinicio da década de 1960, tornou-
se uma ferramenta de rotina na reproducdo equios.aNos seguintes o método tem
sido descrito e desenvolvido por inUmeros automsocuma ferramenta util para o
diagnéstico de inflamacédo endometrial e um indicade endometrite bacteriana
(ASBURY, 1984; RIDDLEet al, 2007).

Rotineiramente a técnica dovabé mais utilizada, porém, ha outras técnicas de
citologia endometrial como a substituicdo gavab por uma escova ginecologica
(ALVARENGA,; PASTORELLO, 1994), e também a técniaaldvado endometrial que
consta de infusdo de pequeno volume de solucéoldigta no interior do Utero,
realizando uma lavagem e, posteriormente, a reag@erdo volume infundido, o qual é
centrifugado formando um precipitado que é esfregad uma lamina para posterior

coloracao e analise microscoépica (BAgétal, 1988).

A escova citoldgica foi superior que outras técmida diagnéstico no que diz
respeito a proporcdo de amostras diagnosticadesempacdo da morfologia celular e
deteccdo de leucocitos PMNs (WALTER al, 2012). Por outro lado, para Borea
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al., (2012) os diagndticos realizados caswah escova ginecoldgica ou lavado

endometrial apresentaram resultados similares.

O exame citologico do endométrio € o mais impoeamétodo auxiliar no
controle da saude genital da égua devido ao sexp lmaisto, facil emprego e a
possibilidade de rapido diagndstico de procesdtematorios (MATTOSet al, 1984)
mesmo que subclinicos. O exame de um esfregacala@apartir de um swabd
introduzido na cavidade wuterina permite a iderdf@o de leucdcitos
polimorfonucleares, sempre que houver inflamacdo etaométrio (COUTO;
HUGHES, 1984). Trata-se de uma técnica de examdo@ue permite o diagnostico
objetivo de endometrite, a avaliacao terapéuticle@séao sobre cobertura ou ndo de

uma determinada égua durante o cio.

De acordo com Wingfield; Ricketts (1982), em esdi@gs de éguas sadias nao sao
encontrados leucdcitos polimorfonucleares em nemhfase do ciclo, a ndo ser nos
seguintes casos: ap0s o parto, apdés cobertura prinosiros cios apds o anestro (fase
de transicdo vernal). A presenca de PMNs em todosasos indica um processo
inflamatorio do Utero. Porém, essa técnica nao iperpnognostico nem identificacao
do agente. O diagndstico é confirmado por uma lendometrial bacteriana ou
fungica positiva associado a presenca de PMNSs.

2.5 Tratamento

O objetivo do tratamento da endometrite consisteagrdar o Gtero a limpar-se
fisicamente dos detritos, contaminantes, o excdssespermatozoides, bem como os
subprodutos da resposta inflamatoria normal a dem@o (PYCOCK, 2009). O
tratamento das inflamacdes uterinas € dependentada da égua, natureza e extensao

do processo, agente etioldgico e comprometimergerderativo do endomeétrio.

A terapia da endometrite deve iniciar com a elipéima dos fatores
predisponentes, como a correcdo de pneumovagirgaéatrde vulvoplastia e a
prevencdo da contaminacao bacteriana durante atw@beu inseminacdo. Quando o
problema for de conformacgéo perineal, a simplesecép cirlrgica pode resolver o
problema de infertilidade sem outro tipo de tratatme(CASLICK, 1937; SILVA,
1983).
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Deve-se buscar a realizacdo de uma Unica cobepreferencialmente antes da
ovulacéo, o que pode ser obtido com um bom contegeodutivo, e com a utilizacao
de agentes indutores de ovulacdo (MALSHITZKY; MAT302007). Embora o
espermatozoide seja o0 principal causador da inffam@0ds-cobertura, é fundamental
um controle da higiene da regido perineal da égeja, antes da monta natural ou da
inseminacao artificial. O embrido s6 chega ao lUmtmino no 5° ou 6° dia apos a
fertilizacdo, e durante este periodo, 0 corpo léeefratario a prostaglandina liberada
pelo endométrio. Estas caracteristicas permitem ealizacdo de tratamentos
intrauterinos desde uma hora apds a cobertura dé¥ceiro ou quarto dia apls a
ovulacdo (ASBURY, 1987). Tratamentos poés-cobertdexem ser realizados em
relacdo ao momento da cobertura, mais do que egéadudo momento da ovulacdo
(MATTOS et al, 1999b).

A lavagem uterina é empregada como forma de promawe limpeza fisica do
endométrio, facilitando a acdo de drogas a serdondidas posteriormente, como
antibioticos, que ndo agem satisfatoriamente ersepga de pus ou tecidos necroticos
(SILVA, 1987). A lavagem é suspensa quando o liguetornar limpo e translucido.
Geralmente, utilizam-se de 3 a5 litros por diaiffo Ipor vez), pois foi verificado
através de um densimetro Optico que a segundac@régetavagem era sempre mais
densa que a primeira de modo que a lavagem conmagdefitro ndo é muito eficaz.
Com a lavagem uterina ocorre também uma estimulagg@ndomeétrio, com um
aumento subsequente da migracdo de neutréfilosgpliramen uterino. Alguns estudos
demonstram os beneficios da lavagem uterina cont&wlsalina, associada a outros
tratamentos ou ndo (TROEDSS@Nal, 1995; MATTOSet al, 1997).

Um tratamento antimicrobiano podera ser realizamioéguas com endometrite,
para isso, é essencial que os defeitos anatdmaus conformacao perineal, fistulas
retovaginais, laceracdes ou refluxo vesiculo vdgestejam cirurgicamente corrigidos
(LYLE, 2003). Apesar de existirem numerosos ageimi@imicrobianos disponiveis
para o tratamento da infeccdo uterina em éguaslead® deve ser baseada ndo sO na
sensibilidade bacteriana, mas importante tambémsaleguranca do produto dentro
do ambiente intra-uterino (BLANCHARI2t al, 2003). Estes farmacos tém sido
amplamente utilizados para eliminar a infec¢caodyauta do endométrio (LeBLANC et
al., 1989). Porém, o surgimento das penicilinaglfersamidas e o uso disseminado dos
antibioticos ndo melhorou os indices de fertilidadeégua ao longo dos anos. Além

disso, 0 uso excessivo e repetido de antibidticosutero tem sido associado ao
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desenvolvimento de endometrites fungicas (FREEM&Nal, 1986). O tratamento
pode ser baseado na sensibilidade do agente (TR&SERS®t al, 2011). A infeccéo
com Streptococcus zooepidemicymderd ser resolvido com 5 x °1@nidades
Internacionais (Ul) de Penicilina por 5 dias, pataatamento de infeccdo com bactérias
gram negativas, podera ser utilizado 2g de sutfatamicacina ou 3g de gentamicina.
Antibiéticos podem ser administrados por via sist@mou local, porém, maiores
concentracdes de antibidtico no tecido endomesdal encontrados apos tratamento
intrauterino comparado ao tratamento sistémico (EBRSSONet al, 2011). Quando o
processo inflamatério atingir somente as camadas swperficiais do endométrio
(estrato compacto), somente a infuséo intrauterigaficiente, utilizando-se antibiético
dissolvido em 60 a 100 ml de solucao fisiologicERNEY, 1978; PIMENTELet al,
1996).

A aplicacdo de ocitocina melhora a limpeza de U@eoéguas susceptiveis
(LeBLANC et al, 1994b). A aplicacdo de ocitocina visa promovémpeza fisica do
endométrio pela contracdo miometrial. Em experimenusando cintilografia,
observou-se que éguas susceptiveis eliminaram @cadide com eficiéncia
semelhante as éguas resistentes, apds a adminsttai20 Ul de ocitocina entre o 3°
dia de cio e 48 horas pos-ovulacdo (LEBLANCal, 1994b). Mattost al, (1999b)
observaram melhora na taxa de prenhez de éguapaipmao pé tratadas apenas com
ocitocina ou com ocitocina mais infusdo de plasora eucocitos. Porém, em estudo
realizado com éguas susceptiveis, infectadas empetalmente, foi observado que o
uso isolado de ocitocina ndo promoveu limpezandezgim menos de 96 horas. O uso de
ocitocina associada a lavagens uterinas promovenesmo tempo de eliminagao
bacteriana (2,7 dias) que a lavagem combinada dasmp autélogo com leucécitos.
Eguas que acumulam liquido no Gtero tratadas comocota 7 a 8 horas apds a
ovulacéo apresentaram melhores taxas de prenhexjgetas sem tratamento, e Mattos
et al (1999b) sugerem o uso de ocitocina entre 4 a dshapds inseminacao,

principalmente em éguas susceptiveis.

Em um estudo realizado por Evamt al (1987), foi demonstrado que
independente das condi¢cdes endometriais, quantpi@opta por tratar um processo
inflamatdrio endometrial, o uso de ciclos curtosi@ser utilizado, associado ou ndo a
qualquer outro tipo de tratamento ja citado, sengm@ beneficios evidentes. Esse
processo consiste em reduzir a fase progesteréracdecipar a estrogénica mediante a

inducdo de cio pela PG&2 Durante a fase estrogénica ha maior resisténo& d
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epitélios, maior afluxo sanguineos, maior secrelgilyA e maior capacidade fagocitica
dos leucécitos. Sob o dominio estrogénico caratiewido estro, o Utero apresenta-se
edemaciado, com aumento da producdo de muco. Aenipe favorece o aporte de
neutréfilos e as contragbes miometriais ocorremfatena ritmica, favorecendo a
evacuacdo do conteudo uterino através da cérviee,ngsta fase encontra-se aberta
(GANJAM, 1980). Por outro lado, com altas concegies de progesterona, a cérvice
encontra-se fechada e a contratilidade miometast® a apresentar longos periodos de
contracdo, com baixa amplitude, o que caracterifaos uterino tipico da égua nesta
fase. Todos estes fatores fazem com que a éguaiestiodapresente uma menor
capacidade de eliminacdo de uma possivel conta&dnagnflamacdo uterina. Além
disso, ha um efeito fisico que facilita a drenaglemitero das secrecdes anormais, pela
maior sensibilidade do miométrio a acao da ociepcpelo aumento das secrecdes das
glandulas endometriais. Por outro lado, durantasa forogesterbnica ha uma maior
facilidade de proliferacdo de agentes infecciosa®genicos e reducao das defesas
naturais do endomeétrio (GANJABt al., 1980).

O tratamento com corticoides no periodo peri-owulat foi indicado por
Dell’Aqua Jr (2006). Com base no histérico de aciarde fluido uterino, 30 éguas
resistentes e 15 susceptiveis foram submetidas ratamiento com acetato de
prednisolona a cada 12 horas, iniciando 2 diassaeteontinuando 1 dia apos a
ovulacdo. Todas as éguas foram inseminadas comnséomgelado em dois ciclos
reprodutivos, sendo o primeiro sem tratamento eegursdo com a utilizacdo de
corticéide. Enquanto em éguas sadias ndo se olséifevenca nas taxas de prenhez de
éguas tratadas e nao tratadas (40% e 48%), em égumashistorico de endometrite
persistente pds-cobertura, uma taxa de prenhezieupa obtida nas éguas tratadas
(67%) em relacdo ao controle (5%). Embora tenha sioservada uma reducdo na
funcdo dos neutrofilos coletados 2 horas aposerimacédo artificial no grupo tratado,
uma reducdo no volume de fluido uterino com um e@spmais limpido coletado foi
descrito. Recentes estudos também apontam efatigvps do uso de dexametasona
no tratamento de fertilidade de éguas com hist@eendometrite persistente induzida
pela cobertura (BUCCAt al, 2008). Para Wolét al (2012), glicocorticoides estdo
envolvidos na modulacdo do processo inflamatérgspindo efeitos antiinflamatorios
(que se manifestam como a diminuicdo de IgG) e éamlefeitos estimuladores
(inducdo de um aumento de proteinas importantés,ctano AAT, TT e Actina)

melhorando a defesa e mecanismos de protecaoaidsstenflamados.
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Tem sido relatado que o tratamento com agentes destimulantes
(Propionibacterium acnesu extrato de parede celular Blécobacterium melhoraram
taxas de prenhez em éguas com endometrite petsiSROHRBACHet al., 2006). Foi
sugerido que o extrato de paredeMieobacteriummodula citocinas endometriais em
éguas susceptiveis, porém o mecanismo ndo € camgete entendido (FUMOSé&
al., 2007). Outros tratamentos que tem por objetiestémulo de imunidade local séo o
tratamento com plasma sanguineo (ASBURY, 1984) mfasdo intrauterina de
leucécitos (NEVESt al., 2007).
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi descrever a respost@matoria apos a inoculacéo
intrauterina de trés diferentes cepasElecoli em éguas. Nove éguas ciclicas, com
idades entre 7 e 20 anos, foram selecionadas eesden detectados por palpacao
transretal e ultrassonografia. Foram utilizadasesaeéguas clinicamente normais com
exame citolégico e bacterioldgico negativos. Ass tdiferentes cepas dE. coli
utilizadas foram obtidas a partir de: (UWabuterino de uma égua com endometrite,
(VE) swab do vestibulo de uma égua saudavel e (FE) a padetifezes de égua.
Subsequentemente, as éguas foram submetidas daig@muntrauterina de 3xi@le
bactérias. colide uma das trés cepas diferentes. Todas as émaas desafiadas com
cada cepa dE. colide forma aleatoria nos diferentes ciclos subsdq&elm dia apos
a infeccdo, foi realizado exame clinico do tratonigd através de espéculo,
ultrassonografia, citologia endometrial e cultupasterioldgicas. Estes procedimentos
foram repetidos diariamente até que fossem diaigadsis cultura e citologia negativa.
Todas as éguas apresentaram leve (<10 neutrGliloplm) a grave (>20
neutréfilos/campo) neutrofilia endometrial 24h apasoculacéo d&. coli. Em 25 das
27 infecgbes (92,6%) as éguas apresentaram siti@gos vaginais e liquido
intrauterino (LIU). Sinais clinicos vaginais gravesmo aspecto purulento e mucosa
hiperémica foram observadas em 17 infeccOes e & dgbresentaram sinais leves.
Apenas 59,2% das inoculacbes (16/27) foram positparaE. coli 24 horas apos a
infeccdo. O tempo necessério para a eliminacacad&tas foi, em média de 2,8 (+
1,0) dias. O tempo para o desaparecimento da iaflam (presenca de leucdcitos

polimorfonucleares) foi em média 3,4 (x0.8) dias Eoncluséo, a endometrite causada
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pela E. coli provocou citologia positiva e a maioria das égdesenvolveram sinais
clinicos vaginais de endometrite e LIU, ndo havetiitkrenca entre as cepaskHiecol..

Palavras-chave éguas / infeccao / E. coli / endometrite / citido/ bacteriologia

ABSTRACT

The aim of this study was to describe the inflanonatresponse after
intrauterine inoculation with three different straiof E. coli in the mare. Nine cyclic
mares aged between 7 and 20 years old were selantedheir estrous detected by
transrectal palpation and ultrasound. Only clinijcahormal mares with negative
cytology and bacteriology were used. Three diffestrains ofE. coli obtained from:
(UT) uterineswabof a mare with endometritis, (VE) vestibukwabfrom a healthy
mare and (MA) from mare manure, were used. Substiguéhe mares were submitted
to intrauterine inoculation with 3x2@. coli of one of the three different strains. All
mares were challenged with each strainEof coli in a randomized order in the
subsequent different cycles. One day after infectatinical examination of the genital
tract by speculum, ultrasound, endometrial cytolagg bacteriological cultures were
performed. These procedures were repeated dailly negative culture and negative
cytology were diagnosed. All mares had slight (<fiéll) to severe (>20/field)
endometrial neutrophilia 24h aftér coliinoculation. In 25 of 27 inoculations (92.6%),
vaginal clinical signs and intrauterine fluid (IUR)ere detected. Severe vaginal signs
with purulent aspect and hyperemic mucosa wererebdein 17 inoculations and 8
presented mild signs. Only 59.2% of the inoculai¢b6/27) werde. coli positive 24h
after the infection. The time needed for eliminatad bacteria was in average 2.8 (x1.0)
days and the cytology remained positive 3.4 (x@d&ys in average. In conclusidg,
coli endometritis provoke a positive cytology and mdsthe mares developed vaginal

clinical signs of endometritis and IUF, with nofdifence betweeR. coli strains.

Keywords: mares / infection / E coli / endometritis / cytojalgbacteriology
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INTRODUCAO

A endometrite é a causa mais importante de infitatle em éguas estéreis
(HUGHES; LOY, 1975; LeBLANGet al, 2010) e causa grandes perdas na industria de
criacdo de equinos. Infeccbes bacterianas utedoasem em 25% a 60% das éguas
falhadas e os agentes patogénicos mais frequerteensaiados sadtreptococcus
zooepidemicusg Escherichia coliDIMOCK, 1928; COLLINS, 1964; MATTO%t al,
1984; ALBIHN, 2003; LeBLANCet al, 2007; LeBLANC, 2011).

A endometrite causada p@treptococcus spgem sido amplamente estudada
(HUGHES; LOY, 1975; NEVESet al, 2007). No entanto, pouco se sabe sobre a
resposta endometrial da égua p&racoli (LeBLANC et al, 2007; EATONet al,
2010). Infeccéo focal (LeBLANGt al, 2007) induzida poE. coli (EATON et al,
2010) foi associada com resposta inflamatéria neernenos exsudativa do que por
Streptococcus zooepidemiclsm contrapartida alguns estudos tém mostradoague
infecgBes uterinas pde. coli foram menos propensas a ter evidéncia citologea d
inflamacéo (RIDDLEet al, 2007; BURLESON, 2010).

O objetivo deste estudo foi descrever a respodtamatéria uterina em éguas

apos a inoculacédo local de trés diferentes cep&s ddl..

MATERIAIS E METODOS
Animais

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Rdpgdio Animal, UFRGS,
Porto Alegre, Brasil. Foram utilizadas nove éguakoas de 7 a 20 anos de idade. Estas
foram mantidas em condicdes semelhantes de manefntd todo o experimento,
suplementadas com aveia e feno, duas vezes poctatieacessad libituma agua e

suplemento mineral.

Exames citoldgicos e bacteriol6gicos

Para obter as amostras de endométrio, o perinesguta foi lavado e a cauda
enfaixada. Umswab guardado(MinitubeGmbH, Tiefenbach, Alemanha) foi passado
através do colo do utero para o limen uterino, pefo de um espéculo estéril
(MERKT; VON LEPPEL, 1970). Gwabfoi exposto no limen uterino para obter uma
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amostra endometrial, sem contaminacaoswb foi retraido para dentro da bainha,
removido do Utero e imediatamente colocadas em meiacultivo ChromagarTM
(McKINNON, 2011). A cultura bacterioldgica foi cadsrada negativa quando nenhum

crescimento foi observado na placa de Chromogegas.A

Outro swabfoi feito, de maneira semelhante, para fazer umast&ra endometrial
para exame citolégico (MATTOSt al, 1984). O swab foi rolado em uma lamina de
microscopio limpa, fixadas e coradas com solucaand&mwsky (Pandtico ®,
Laborclin, Brasil), as laminas foram avaliadas entroscopio Optico (400 x). A
citologia foi considerada negativa quando PMNs f@am detectados na lamina.
Citologias positivas foram classificadas de acarolm o nimero de PMNs nos campos

observados como: grave (> 20), intenso (15 a 18yemado (10 a 14) e leve (<10).

Exame clinico do trato genital

As éguas foram examinadas por palpacdo transretaltr@sonografia para
detectar liquido intrauterino (LIU). O LIU foi car@rizado por areas hipoecodicas

maiores do que 10 mm de diametro no limen uterino.

O exame vaginal foi realizado para observar o asplc mucosa e a presenca de
secre¢do. Os sinais clinicos vaginais foram classibs como: grave (acumulo
abundante de liquido), leve (acimulo de pouco digubu ausente (sem acumulo de

liquido).

Preparacao das bactérias

Trés diferentes cepas @e coli foram obtidas a partir de: (UBwabuterino de
uma égua com endometrite, (VEyabdo vestibulo de uma égua saudavel e (FE) de
fezes de uma égua. Apos o isolamento, as bactéra® cultivadas durante 24 horas
no meio de enriquecimento de infusdo de cérebrmracdo (BHI). Glicerol foi
adicionado ao meio de BHI, armazenado em criotubsierilizados de 2mL a
temperatura de -20 °C. Um teste de resisténciatimiarobianos foi realizado e este
demonstrou diferencas na sensibilidade das tréasceeE. coli para diferentes

farmacos.

Antes da infusdo, as bactérias foram descongeldasubadas a 37 °C durante

24h em placas de Agar BHI, a fim de promover o amesnto bacteriano. Para a
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inoculagdo uterina, as coldnias foram suspensarmain de solugdo salina a uma
concentracdo final de 1,5 x °“l®actérias/mL, utilizando a escala de MacFarland
(Neflobac ®, Probac do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Bras

Delineamento Experimental

Antes de cada infec¢do experimental, as éguas fexaminadas quanto a higidez
reprodutiva, incluindo a avaliacdo da conformacaolvar, palpacdo retal e
ultrassonografia do trato genital, exame vaginat espéculo, culturas bacteriologicas e

citologia do endométrio.

No momento em que foi detectada a presenca de lionléodominante (> 35
mm) e edema uterino (2-3), as éguas foram infestagperimentalmente com qualquer
uma das trés cepas &e coli (3x10 bactérias) diluidas em 20 mL de solugdo salina.
Somente éguas clinicamente saudaveis com citobdiacteriologia negativas foram
utilizadas para este experimento. Todas as égtasaeas livres de liquido intrauterino

no momento da inoculacéo Bacoli.

Exames clinicos do trato genital, citologia endorake culturas endometriais
foram realizadas diariamente em todas as éguarta ge 1 dia apds a infusao
bacteriana. Os exames clinicos, bacteriologicos RME VON LEPPEL, 1970) e
citolégicos (MATTOSet al, 1984) continuaram até que fossem detectadosciasde

neutroéfilos na citologia e cultura negativa paraolia partir deswals endometriais.

Um delineamento em quadrado latino foi utilizadadds as éguas foram
desafiadas com as trés cepasEdeColi em uma ordem aleat6ria nos diferentes ciclos
estrais. Como nove éguas foram usadas e cada unmadalada com as trés cepas de
E. coli, um total de 27 infec¢cdes foram feitas. Novasagdes foram realizadas no
minimo 14 dias ap6s a completa eliminacdo de hasténoculadas previamente.

Nenhuma égua foi perdida durante o processo.

Analise estatistica

Os dados foram analisados usando-se um modelo derpiocedimento linear
SAS (Statistical Analysis System). O modelo inclaisi principais efeitos na égua,
cepas dee. coli, seqiiéncias de grupos experimentais, variaveis dep&s de tempo

necessario para eliminar as bactérias apos a @deexperimental e o tempo entre a
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infeccdo experimental e a primeira citologia negaassim como suas interagdes. As

médias foram comparadas utilizando médias dos gdagdminimos.

RESULTADOS

O percentual de éguas com sinais clinicos vagih#ik, citologia e bacteriologia
positivas 24h apdés a infeccdo experimental coméasdiferentes cepas e coli esta
representado na Tabela 1. Em 25 das 27 infecc@8%9, sinais clinicos vaginais e
acumulo de LIU foram observados em éguas inocula8asis clinicos vaginais
graves, como aspecto purulento e mucosa hiperénficam observados em 17
infeccBes e as 8 restantes apresentaram sinas Ieeentanto, uma das éguas sem
sinais clinicos de endometrite apresentou acumeilolld. Ao terceiro dia, 0 nimero de
éguas apresentando sinais clinicos leves ou severagduzido para 11 (40,7%)
(Figura 1).

Tabela 1- Percentual de éguas com citologia e talctgia positivas, sinais clinicos

vaginais24 horas apos a infeccao experimental cotrés diferentes cepas de E. coli.

Cepa Citologia Bacteriologia Sinal clinico

E. coli positiva positiva vaginal LIU *
uT 100% 67% 7896 8996
VE 100% 67% 10096 8996
FE 100% 44% 10096 10096

Média 100% 59,3% 92,6% 92,6%

Caracteres diferentes indicam diferenca signifieatia coluna (P < 005)

* Liquido intrauterino
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Figura 1-Ocorréncia de citologia e bacteriologigifiea, sinais clinicos de endometrite
e LIU 24h, 48h e 72h ap0s a infeccdo dentol..
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Todas as éguas tiveram leve (<10 neutréfilos/campo)grave (>20
neutrofilos/campo) neutrofilia endometrial 24 hoegds a inoculacdo de. coli. A
citologia permaneceu positiva 3,4 dias em meédibe(ga2).E. coli (UT) teve uma
tendéncia (P <0,09) em produzir uma neutrofiliasrelevada do que a (VE) e (FE).
Apenas 16 das 27 infec¢des (59,3%) foram positigasultura bacteriana 24 horas apos

a inoculacdo d&. coli. O tempo necessario para a eliminacad deoli foi em média
de 2,81 dias (tabela 2).

Tabela 2- Periodo de tempo (dias) e desvio padréie a infec¢cdo experimental e a

primeira citologia e bacteriologia negativa em é&gu#ectadas experimentalmente
com trés diferentes cepas Eecoli.

CepaE. coli Citologia (dias) Bacteriologia (dias)
uT 3,1°+0.9 3,2+0.8
VE 3,6+0.7 2,8+1.3
FE 3,6+0.9 2,7+0.5
Média 3,4+0.8 2,8+1.0

Caracteres diferentes indicam diferenca signifieatia coluna (P < 005)

DISCUSSAO

Apos 24 horas de infeccao intrauterina com tréareliftes cepas de coli, todas

as infeccoes (100%) apresentaram leve a graveogitdolendometrial. Vinte e cinco
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(92,6%) das 27 infeccdes apresentaram sinais afiniaginais e acumulo de liquido
intrauterino. Isto est4 de acordo com estudos tesepnde a presenca de PMNs foi
observada em todas as éguas e o0s sinais clinicandlmetrite e LIU estavam
presentes em 83% (CHRISTOFFERSE&MNL, 2010) e em 100% (CHRISTOFFERSEN
et al, 2012) dos casos em 3h, 24h e 72h apo6s a infguméi. coli. No entanto, a
maioria dos autores relata que nem todas as cslfpogitivas paré. coli foram
associados com citologia positiva (RIDDLgE al, 2007; BINDSLEV et al, 2008;
NIELSENet al, 2010; OVERBACKet al, 2011).

No presente estudo, a cultura bacteriana positvadétectada em 59,2% dos
casos 24h apos a infeccdo porcoli. As taxas de isolamento &e coli foram menores
do que os obtidos com a infeccdo experimental S8tmaptococcus sNEVES et al,
2007), usando a mesma técnica. O exsudado uternafeccdes poE. coli pode ser
tenaz, semelhante a descrita para as infec¢oeslgosiella(DIMOCK; EDWARDS,
1928; BEACHEY, 1981), tornando-o dificil de isolauma amostra commwab Nas
infec¢des cronicask&. coli secreta um biofilme, uma matriz de polissacarfddmtado
e proteina, oferecendo uma matriz adesiva pareoroadnias (COSTERTON, 1995;
FREEMAN, 1990). AEscherichia colitambém pode estar associada a uma infeccéo
focal. A avaliacdo endoscoépica do lumen uterinalaies éguas afetadas revelou placas
granulomatosas focais (LEBLANEt al, 2007). Uma técnica de lavagem de baixo
volume pode identificar mais organismos patogéndmsjue a técnica davah pois a
solucdo salina entra em contato com uma maior Bojge(LeBLANC et al, 2007). A
técnica de lavagem uterina parece ter uma maicsilsktlade para a deteccdo de
microrganismos gram-negativos, enquanto que Bamptococcug-hemoliticos ndo
houve diferenca quando comparados cwals (WINGFIELD, 1982; RIDDLEet al,
2007).

Em um estudo n&o publicado, Camozzato (2013) id6lawli a partir da vulva e
do vestibulo em 50 % e 80% respectivamente nasé&ps a limpeza do perineo com
agua e sabdo. O autor demonstrou que é muito gémiHocar uma contaminacao da
amostra com um simples toque dwab na area vulvo-vestibular. Culturas falsas
positivas tém sido associadas com a contaminacdostieimentos com bactérias a
partir do ambiente, dos 6rgdos genitais externds @agina (RICKETTS, 1981). A
contaminacgéao do catéter uterino com flora vagieakdser considerada como uma fonte

de resultados falsos positivos, pois a contaminacéaore mais freqientemente em um
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sistema semi-guardado (ou seja, a técnica do lawtiometrial) do que em
completamente guardado (ou seja, a técxiar) (LeBLANC et al, 2007).

N&o foi observada diferenca na citologia, sinaisi@bs vaginais e uterinos entre
as trés diferentes cepas HeColi. Em vacas com metrit€&. coli foi mais aderente e
invasivo no epitélio endometrial e células do estroBicalhoet al, (2010) relataram
seis genes d&. coli fimH, Asta, CDT, kpsMIl, IBEA e HIyA sendo geraémte
associados com a adeséo ou invasdo bacteriana,e@aninetrite quanto endometrite
clinica. O gene adesao fimH estava presente emd&g¥nfeccdes uterinas &e coli
em vacas. No presente estudo, apesar das diferentrasas trés cepas, as bactérias
utilizadas provavelmente apresentavam genes adsscieom a adesao ou invasao

causando os sinais clinicos de endometrite e gieloositiva.

Em conclusdo, a endometrite causada Rscherichia coli provocou uma
citologia positiva e a maioria das éguas desenuolsimais clinicos vaginais de
endometrite e acumulo de LIU, ndo havendo diferem¢ee as cepas @e col..
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4 CONCLUSOES

A endometrite causada pir coli provocou citologia positiva por 3,4 dias em

média e a infeccdo persistiu em média 2,8 dias.

A maioria das éguas desenvolveu sinais clinicogaggde endometrite e

acumulo de liquido intrauterino.

N&o houve diferenca entre as trés diferentes agascoli.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O propésito deste trabalho foi esclarecer as resagfiginas de éguas desafiadas a
contaminacgéao pela bactéiacherichia coli

A hipotese de que esta infeccdo geraria uma respuffamatoria com presenca
de polimorfonucleares no exame citologico foi confida. Além disso, também
ocorreram quadros clinicos tipicos de endometrtieac mucosa vaginal e cervical
hiperémica e também acumulo de liquido intrauten@onaioria das éguas.

O isolamento daE. coli através de culturas bacterianas foi baixo, porém,
condizente com resultados encontrados em outrapligas. Estes achados ainda néo
estao claros, portanto, passiveis de serem estsidaae profundamente.

A determinacdo de fatores de viruléncia das coli pode ser um ponto
fundamental para caracterizar cepas que induzammai@ resposta inflamatéria e que
de acordo com sua composi¢cdo antigénica capstdgeldr ou somética tenham um
comportamento de autodefesa, tornando-as dificeisedem isoladas e até mesmo
eliminadas do ambiente uterino por mecanismos fisae celulares.

A partir desta caracterizagéo, poderiam-se deteaminclusive, tratamentos mais
eficazes para a endometrite causadagscherichia coli
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Summary: The aim of this study was to describe the inflammatory response after intrauterine inoculation with three different strains of E.
coli in the mare. Nine cyclic mares aged between 7 and 20 years old were selected and their estrous detected by transrectal palpation and
ultrasound. Only clinically normal mares with negative cytology and bacteriology were used. Three different strains of E. coli obtained from:
(UT) uterine swab of a mare with endometritis, (VE) vestibular swab from a healthy mare and (MA) from mare manure, were used. Subse-
quently, the mares were submitted to intrauterine inoculation with 3x 109 E. coli of one of the three different strains. All mares were chal-
lenged with each strain of E. coli in a randomized order in the subsequent different cycles. One day after infection, clinical examination of
the genital tract by speculum, ultrasound, endometrial cytology and bacteriological cultures were performed. These procedures were repe-
ated daily until negative culture and negative cytology were diagnosed. All mares had slight (<10/field) to severe (>20/field) endometrial
neutrophils 24h after E. coli inoculation. In 25 of 27 mares (92.6%), vaginal clinical signs and intrauterine fluid (IUF) were detected. Severe
vaginal signs with purulent aspect and hyperemic mucosa were observed in 17 mares and 8 presented mild signs. Only 59.2% of the mares
(16/27) were E. coli positive 24h after the infection. The time needed for elimination of bacteria was in average 2.8 (=1.0) days. In con-
clusion, E. coli spp. provokes a positive cytology and most of the mares developed vaginal clinical signs of endometritis and IUF, with no

difference among E. coli strains.
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Introduction

Endometritis is the most important cause of infertility in barren
mares (Hughes and Loy 1975, LeBlanc et al. 2010) and inflicts
major losses on the equine breeding industry. Bacterial uterine
infections occur in 25 % to 60 % of barren mares and the most
frequently isolated pathogens are Streptococcus zooepidemi-
cus and Escherichia coli (Dimock 1928, Collins 1964, Mattos
et al. 1984, Albihn 2003, LeBlanc et al. 2007 and LeBlanc
2011). Endometritis caused by Streptococcus sp has been
widely studied (Hughes and Loy 1975, Neves et al. 2010).
However, little is known about the mare’s endometrial respon-
se to E. coli (LeBlanc et al. 2007 and Eafon 2010). Focal
infection (LeBlanc et al. 2007) induced by E. coli (Eaton 2010)
was associated with less exudative uterine inflammatory
response than by Streptococcus zooepidemicus. In contrast
some studies have shown that uterine infections by E coli were
less likely to have cytological evidence of inflammation (Riddle
et al. 2007, Burleson 2010). The objective of this study was to
describe the uterine inflammatory response after intrauterine
inoculation with three different strains of E. coli in the mare.

Materials and methods

Animals

The experiment was conducted at the Laboratory of Animal
Reproduction, UFRGS, Porto Alegre, Brazil. Nine cyclic mares
between aged 7 and 20 years old were used. Mares were
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kept under similar conditions of management during all the
experiment, supplemented with oats and hay twice a day with
ad libitum access to water and mineral supplement.

Bacteriological and cytological examinations

To obtain the endometrial samples, the mare’s perineum was
washed and the tail bandaged. A guarded swab (Minitube
GmbH, Tiefenbach, Germany) was passed through the cervix
into the uterine lumen, via a sterile speculum (Merkt and von
Lepel 1970). The swab was exposed into the uterine lumen to
obtain an endometrial sample without contamination. The
swab was retracted into the sheath, removed from the uterus
and immediately plated on Chromagar™ (McKinnon 2011).
A bacteriological culture was considered negative when no
growth was observed on the Chromogenic Agar dish or insig-
nificant contaminants were isolated.

Another swab was taken, in a similar manner, to make an
endometrial smear for cytological examination (Mattos et al.
1984). The swab was rolled back on a clean microscope sli-
de, fixed and stained with a Romanowsky stain (Panético®,
Laborclin, Brazil) and evaluated under light microscopy
(400 x ). Cytology was considered negative when no PMNs
were detected in the slide. Positive cytology was classified
according to the number of PMNs in the observed fields as:
severe (> 20), intense (15-19), moderate (10-14) and slight
(<10).
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Clinical examination of the genital tract

Mares were examined by transrectal palpation and ultrasono-
graphy to detect infrauterine fluid (IUF). The IUF was charact-
erized by hypoechoic areas larger than 10 mm in diameter in
the uterine lumen. Vaginal examination was performed to
observe mucosa aspect and the presence of secretion. Vagi-
nal clinical signs were classified as: severe (abundant fluid
accumulation), mild (little fluid accumulation) or absent
(without fluid accumulation).

Preparation of bacteria

Three different E. coli strains were obtained from: uterine swab
of a mare with endometritis (UT), vestibular swab from a heal-
thy mare (VE) and from mare’s manure (MA). After isolation,
bacteria were cultured for 24h in the brain heart infusion (BHI)
enrichment medium. Glycerol was added to the BHI medium,
stored in 20 mL sterile cryovials at -20 °C. A resistance fest for
the three strains of E. coli was performed and demonstrated
differences in the antimicrobial suscepfibility.

Before infusion, bacteria were thawed and incubated at
37°C for 24 h in BHI agar dishes in order to allow bacterial
growth. For uterine inoculation, colonies were suspended in
2 mL saline solution to a final concentration of 1.5 x 107 bac-
teria/mL, using the MacFarland scale (Neflobac®, Probac do
Brazil Ltda, Séo Paulo, Brazil).

Experimental Design

Before each experimental infection, mares were examined for
reproductive soundness, including evaluation of perineal
conformation, palpation per rectum and ultrasound of the
genital tract, vaginal examination with speculum, bacteriolo-
gical cultures and cytology of the endometrium. Only clinical-
ly normal mares with negative cytology and negative cultures
were used.
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When the presence of a dominant follicle (> 35 mm) and ute-
rine edema (2 —3) were detected, mares were experimentally
infected with either one of the three strains of E. Coli (3 x 107
CFU) diluted in a 20 mL saline solution. Only clinically heal-
thy mares with negative cytology and bacteriology were used
for this experiment. All mares were free from infrauterine fluid
at the time of inoculation with E. coli.

Clinical examinations of the genital tract, endometrial cytolo-
gy and endometrial cultures were conducted daily on all
mares, beginning 1 day after bacterial infusion. Clinical, bac-
teriological (Merkt and von Lepel 1970) and cytological (Mat-
tos et al. 1984) examination continued until negative culture
for E. coli from endometrial swabs and absence of neutro-
phils in cytology were detected.

A Latin square design was used. All mares were challenged
with the three strains of E. coli in a randomized order in the
subsequent cycles. As nine mares were used and each one
was submitted to the three E. coli strains, a total of 27 infec-
tions were done. New infections were performed no sooner
than 14 days following complete elimination of bacteria pre-
viously inoculated. No mare was lost during the process.

Statistical analysis

Data were analyzed using general linear model procedure of
SAS (Statistical Analysis System). The model included the main
effects of mare, E. coli strain and sequences of experimental
groups and the dependent variables of time required to elimi-
nate bacteria after experimental infection, time between expe-
rimental infection and the first negative cytology and their
interactions. Means were compared using least square means.

Results

The percentage of mares with vaginal clinical signs, IUF
values, positive cytology and bacteriology 24 h after experi-

Table 1 — Percentage of mares with positive cytology and bacteriology, with vaginal clinical signs and IUF 24h after experimentally infection with

three different strains of E coli. / Prozentualer Anteil der Stuten mit positiver Zytologie, vaginal klinischen Symptomen und intrauteriner

Flassigkeitsansammlung 24 Stunden nach experimenteller Infektion mit drei verschiedenen E. coli Skimmen

E coli strain Vaginal IUF * Positive Cytology Positive Bacteriology
ut 78 %° 89 %° 100 % 67 %°
VE 100 %° 89 %° 100 % 67 %°
MA 100 %° 100 %° 100 % 44 %°
Mean 92.6 % 92.6 % 100 % 59.3%

Different characters indicate significant difference in the column (P < 0.05) * Intrauterine Fluid

Table 2 - Length of time (days) and standard deviation between experimental infection and the first negative cytology and bacteriology in mares

experimentally infected with three different strains of E coli. / Zeitintervall (Tage mit Standardabweichung) zwischen experimenteller Infektion und

der ersten negativen Zytologie und Bakteriologie bei Stuten nach experimenteller Infektion mit drei verschiedenen E. coli Stimmen

E coli strain Cytology (days) Bacteriology (days)
ut 3.1°x 0.9 3.2°+ 0.8
VE 3.6°+ 0.7 2.8°+ 1.3
MA 3.6°+ 0.9 22°+ 0.5
Mean 3.4+0.8 28+1.0

Different characters indicate significant difference in the column (P < 0.05)

58

Pferdeheilkunde 30 (2014)



Endometritis in experimentally infected mares

mentally infection with three different strains of E coli are
depicted in Table 1. In 25 of 27 mares (92.6 %), vaginal cli-
nical signs and IUF were observed in the inoculated mares.
Severe vaginal signs with purulent aspect and hyperemic
mucosa were observed in 17, and the remaining 8 presented
mild signs. However, one of the mares without clinical signs
of endometritis presented IUF. At the third day, the number of
mares presenting mild or severe clinical signs was reduced to

11 (40.7 %) (Figure 1).

All mares had slight (< 10/field) to severe (>20/field) end-
ometrial neutrophilia 24h after E coli inoculation and the
cytology remained positive 3.4 days in average (table 2). UT
E. coli had a tendency (P < 0.09) to produce a higher neutro-
philia than the VE and MA E. coli. Only 16 out of 27 mares
(59.3 %) were positive for E coli culture 24h after E coli inocu-
lation. The time needed for E. coli elimination was in average

2.81 days (table 2).

100

75
£ 50 W24h
048h
m72h

25

0

Vaginal IUF Cytology  Bacteriology

Fig 1 Occurrence of positive cytology, positive bacteriology, cli-
nical signs of endometritis, and IUF 24h, 48h and 72h after infection
with E. coli. / Auftreten einer positiven Zytologie, einer positiven
Bakteriologie, klinischen Symptomen und einer intrauterinen Flissig-
keitsansammlung 24h, 48h und 72 h nach Infektion mit E. coli

Discussion

After 24 hours of intrauterine infection with three different
strains of E. coli, all mares (100 %) presented slight to severe
positive endometrial cytology. Twenty-five (92.6 %) out of 27
mares presented vaginal clinical signs and intrauterine fluid
accumulation. This is in agreement with recent studies, where
the presence of PMNs was observed in all mares and clinical
signs of endometritis and IUF were present in 83 % (Christof-
fersen et al. 2010) and in 100 % (Christoffersen et al. 2012)
of the cases at 3h, 24h and 72h after E. coli infection.
However, most of the authors have reported that not all posi-
tive cultures of E. coli were associated with positive cytology
(Riddle et al. 2007, Bindslev et al. 2008, Nielsen et al. 2010,
Overback et al. 2011).

In the present study, positive bacterial culture was detected in
59.2% of the infected mares after 24 h of E. coli inoculation.
In this study the E. coli isolation rates were lower than the
obtained with experimental infection with Streptococcus sp
(Neves et al. 2007), using the same technique. Uterine exuda-
te in E. coli infections may be tenacious, similar to that repor-
ted for Klebsiella infections (Dimock and Edwards 1928,
Beachey 1981), making it difficult to isolate on a culture swab.
In chronic infections E. coli secrete a biofilm, a hydrated matrix
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of polysaccharide and protein, providing an adhesive matrix
for micro-colonies (Costerton 1995, Freeman 1990). E. coli
may also be associated with focal infection as endoscopic
evaluation of the uterine lumen of two affected mares revealed
focal, granulomatous plaques (LeBlanc et al. 2007). A low
volume flush technique may identify more pathogenic orga-
nisms than the swab technique, as the saline solution comes
in contact with a larger surface area (LeBlanc et al. 2007). The
uterine flushing technique seems to have a higher sensitivity for
the defection of gram-negative microorganisms, whereas for
B-haemolytic Streptococcus, it did not differ when compared
to swabs (Wingfield 1982 and Riddle 2007).

In an unpublished study (Camozzato 2013) isolated E. coli
from the vulva and vestibule in 80 % of the mares after clea-
ning the perineum with water and soap. The author demon-
strated that is very easy to provoke a sample contamination
with a simple touch of the swab in the vulvar-vestibular area.
False positive cultures have been associated with contamina-
tion of culture instruments from the environment, external
genitalia and vagina (Ricketts 1981). Contamination of a ute-
rine catheter with vaginal flora must be considered as a sour-
ce of false positive culture results, because contamination
occurs more frequently in a semi-guarded (i.e. the flush tech-
nique) than in a completely guarded (i.e. swab technique)
endometrial culture technique (LeBlanc et al. 2007).

In this study, no difference in cytology, vaginal and uterine cli-
nical signs among the three different strains of E. Coli were
observed. In cows with metritis, E. coli was more adherent
and invasive to endometrial epithelial and stromal cells.
Bicalho et al. (2010) reported six genes: fimH, astA, cdt,
kpsMII, ibeA and hlyA to be mostly associated with bacterial
adhesion or invasion, in both metritis and clinical endometri-
tis. The fimH adherence gene was present in 87 % of the ute-
rine E. coli infections in cows and in 29 % was strongly asso-
ciated with increased risk of disease. In the present study,
despite the differences among the three different strains, the
bacteria used probably presented genes associated with
adhesion or invasion and caused the clinical signs of end-
ometritis and the positive cytology.

In conclusion, E. coli endometritis provoked a positive cytolo-
gy and most of the mares developed vaginal clinical signs of
endometritis and [UF, with no difference among E. coli strains.
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Endometritis bei mit drei unterschiedlichen Stémmen
von E-coli experimentell infizierten Stuten

Das Ziel dieser Studie war es, Entzindungsreaktion bei der Stute
zu beschreiben, die nach intrauteriner Inokulation mit drei ver-
schiedenen Stdmmen von E. coli auftreten. Neun zyklische Stu-
ten im Alter zwischen 7 und 20 Jahren wurden ausgewdéhlt und
ihr Ostrus durch transrektale Palpation und Ultraschall ermittelt.
Nur klinisch unaufféllige Stuten mit negativer Zytologie und
Bakteriologie wurden verwendet. Drei verschiedene Stémme
von E. coli kamen zum Einsatz: (UT) aus einer Tupferprobe einer
Stute mit Endometritis, (VE) aus einem vestibuldren Tupfer einer
gesunden Stute und (MA) aus Pferdemist. AnschlieBend wurden
die Stuten intrauterin mit 3x 107 E. coli einer der drei Stimme
inokuliert. Alle Stuten wurden mit jedem Stamm von E. coli in
randomisierter Reihenfolge in den folgenden Zyklen infiziert.
Einen Tag nach der Infektion erfolgte eine klinische Untersu-
chung des Genitaltrakts mittels Spekulum, sowie Ultraschall,
Endometriumzytologie und bakteriologische Kultur. Diese Ver-
fahren wurden téglich so lange wiederholt bis eine negative Kul-
tur und negative Zytologie diagnostiziert werden konnte. Alle
Stuten hatten 24h nach der E. coli Inokulation wenige
(<10/Gesichtfeld) bis zahlreiche (>20/Gesichtsfeld) neutro-
phile Granulozyten im Endometrium. 25 von 27 Stuten (92,6 %)
zeigten vaginal klinische Anzeichen und eine intrauterine FlUs-
sigkeit (IUF). Schwere vaginale Symptome mit eitrigen Charak-
ter und hyperdmischer Schleimhaut lagen bei 17 Stuten und
milde Erscheinungen bei 8 Stuten vor. Nur 59,2 % der Stuten
(16/27) erwiesen sich 24 h nach der Infektion als E. coli positiv.
Die durchschnittliche Zeit fur die Beseitigung der Bakterien lag
bei 2,8 (= 1,0) Tagen. AbschlieBend ist festzustellen, dass E. coli
spp. eine positive Zytologie provozieren und die meisten Stuten
vaginal klinische Anzeichen einer Endometritis und IUF entwik-
keln, wobei kein Unterschied zwischen den E. coli-Stémmen zu
erkennen ist.

Schlusselwérter: Stute / Infektion / E.coli / Endometritis / Zyto-
logie / Bakteriologie / Reproduktion
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