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Identificacao das bactérias envolvidas na sepse grave
de fémeas caninas com piometra submetidas a ovario-
histerectomia terapéutica

Identification of the microorganisms involved in severe sepsis caused by pyometra in
bitches undergoing ovariohysterectomy
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Resumo

A piometra é uma afec¢do reprodutiva comum que acomete fémeas caninas, podendo se agravar e progredir para o
quadro de sepse grave e choque séptico. A precocidade da institui¢do da antibioticoterapia é determinante para um
melhor progndstico. O objetivo deste estudo foi avaliar os principais microrganismos envolvidos nos casos de sepse
grave em cadelas acometidas por piometra e submetidas a ovario-histerectomia terapéutica, por meio de realizagdo
de hemocultura e cultura da secre¢do uterina e antibiograma. Foram avaliadas 33 fémeas caninas e o principal agente
envolvido com a sepse grave secundaria a piometra foi a Escherichia coli, identificada em 57,57% dos casos. Também
foram identificados Staphylococcus sp., com incidéncia de 9,09%, Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Enterobacter
faecalis, Eduardsiella sp., Klebsiella pneumoniae e Streptococcus sp., com 3,03% de frequéncia cada. Ap6s a realizagio
do antibiograma pelo método de difusdo, os antimicrobianos que apresentaram maior eficacia contra as cepas de
Escherichia coli foram a gentamicina, a enrofloxacina, a cefalexina e a associagao de amoxicilina com 4cido clavulanico,
nesta ordem. A cultura da secre¢do uterina foi mais sensivel que a hemocultura para identificacdo do agente microbiano
(p<0,0001). A identificagdo bacteriana ¢ util para direcionar a antibioticoterapia empirica mais especifica, de acordo
com o perfil de sensibilidade, minimizando assim o desenvolvimento de resisténcia, o custo do tratamento e o risco de
rea¢des adversas aos antimicrobianos utilizados.
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Abstract

Pyometra is a common reproductive disorder that affects female dogs. It can represent a serious clinical entity and
progress to severe sepsis and septic shock. The premature antibiotic therapy is crucial for a better prognosis. The aim
of this study was to identify the most frequent microorganisms involved in the context of pyometra and severe sepsis
in animals undergoing ovariohysterectomy, by blood and uterine secretion culture and antibiogram. The tests were
conducted in 33 female dogs with pyometra. The most frequent recovered bacteria were Escherichia coli in 57.57%.
Staphylococcus sp. was also isolated, in 9.09%. Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Enterobacter faecalis, Eduardsiella
sp., Klebsiella pneumoniae e Streptococcus sp. were also found with a 3.03% frequency each. After diffusion antibiotic
test, the gentamicin was the most effective drug to E. coli, followed by enrofloxacin, cephalexin and the combination
of amoxicillin and clavulanic acid. Uterine secretions cultures were more sensitive than blood culture to identify the
bacterial (p<0.0001). The bacterial identification followed by an antibiogram allows to choose a better therapy in the
presented disease in dogs.

Keywords: Female dog. Severe sepsis. Pyometra. Culture. Antibiogram.

Introducao acima de nove anos, considerando ainda que as nu-
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metra é uma das afeccdes mais comuns na rotina cli-

te em fémeas caninas. Embora possa se manifestar
em qualquer idade, animais mais velhos apresentam R ——
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liparas apresentam maior risco de desenvolvimento
desta afecgdo’.

A prolongada fase luteal na espécie promove o
desenvolvimento de um ambiente intrauterino fa-
voravel a infec¢do, provoca a hiperplasia endome-
trial cistica e o aumento da atividade secretdria
glandular, a qual representa uma resposta hiperpla-
sica anormal do endométrio. Entretanto, alguns da-
dos da literatura sugerem que a excessiva hiperpla-
sia pode ser uma resposta a irritacio causada por
material estranho e/ou microbiano, resultando em
uma resposta inflamatdria proliferativa a infec¢ao,
0 que sistematicamente pode refletir no aumen-
to das concentracdes plasmaticas de proteinas de
fase aguda’. A secre¢do das glandulas endometriais
pode levar ao acimulo de fluido no interior uterino
(hidro/mucometra)?.

Durante o periodo estrogénico do ciclo, quando a
cérvix encontra-se relaxada e o colo uterino pérvio,
pode ocorrer contaminagao bacteriana ascendente na
luz uterina. Isto favorece o desenvolvimento de pio-
metra durante a fase luteal seguinte. A etiopatogenia
da piometra é pouco esclarecida e as bactérias fre-
quentemente encontradas nos casos de piometra sao
espécies comensais do dnus ou do trato urinario. A in-
feccio bacteriana revela-se, pois, a principal causa da
morbidade e mortalidade associadas a esta doenca®.

O tratamento de elei¢do para a piometra é a ovario-
histerectomia, associada a administragdo de antimi-
crobianos de amplo espectro e terapia de suporte (res-
titui¢ao hidroeletrolitica e analgésicos)’.

A piometra pode evoluir para a sepse se nao diag-
nosticada e tratada precocemente. A sepse é definida
como sindrome da resposta inflamatdria sistémica
associada a infec¢ao sanguinea presumida ou confir-
mada. Os sinais clinicos da sindrome da resposta in-
flamatoéria sistémica podem ser usualmente caracte-
rizados pela presenca de pelo menos duas das quatro
condigdes seguintes: hipo ou hipertermia, taquicar-

dia, taquipnéia, leucopenia ou leucocitose®’.
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Quando a sepse induz a hipoperfusao tecidual ou
disfungdo orgénica, como lesao pulmonar aguda, dis-
turbios dos fatores da coagulagdo, trombocitopenia,
alteracdo do estado mental, faléncia cardiaca, hepati-
ca ou renal, sera classificada como sepse grave®’.

Diversos autores®»'*!121* t¢m demonstrado que a
Escherichia coli é a bactéria mais frequentemente iso-
lada do conteudo uterino de fémeas caninas com pio-
metra. Porém, Costa et al."* relataram, em um estudo
sobre a identificagdo dos principais microrganismos
anaerobios envolvidos em piometras de cadelas, que
0 microrganismo isolado com maior frequéncia, co-
lhido de secre¢des uterinas, foi o Corinebacterium sp.

Lara et al."” testaram a sensibilidade antimicrobiana
in vitro de cepas de E. coli isoladas de cadelas com pio-
metra e concluiram que sdo resistentes aos principais
antibiodticos prescritos.

Assim, ha divergéncias em relagao a escolha do
antimicrobiano mais indicado para os casos de pio-
metra, de forma que a realizagdo de um diagndstico
especifico com a identificagdo do agente envolvido
através de hemocultura e antibiograma ¢ de impor-
tancia fundamental, pois possibilita um tratamento
clinico mais eficaz.

O objetivo deste estudo foi identificar os principais
microrganismos envolvidos em casos de sepse grave
em cadelas com piometra, submetidas a ovario-histe-
rectomia terapéutica, por meio da realizagdo da hemo-

cultura, cultura da secregao uterina e antibiograma.

Material e Método

Os animais incluidos neste estudo foram provenien-
tes do Servigo de Obstetricia e Ginecologia do Hospi-
tal Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

Foram avaliados 33 animais da espécie canina, fé-
meas, de ragas e idades variadas, portadoras de sepse
grave secunddria a piometra, durante o periodo com-

preendido entre fevereiro de 2010 e janeiro de 2011.
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Foram incluidas cadelas com piometra, afeccdo
diagnosticada a partir do histdrico e dos sinais clini-
cos identificados por meio do exame fisico e ultras-
sonografico abdominal, com confirmagao durante in-
tervencdo cirurgica por meio da detecgdo de distensao
uterina em variados graus, pelo conteudo purulento
ou sanguineo purulento. A avaliagdo laboratorial, he-
matoldgica e bioquimica corroboraram o diagnostico
da gravidade da doenga sistémica.

Além de portadoras de piometra, as cadelas deve-
riam apresentar sepse grave, identificada pela pre-
sen¢a de pelo menos duas varidveis da resposta in-
flamatoéria sistémica e no minimo uma variavel de
disfungdo organica. Foram consideradas variaveis
da resposta inflamatoria sistémica nesta investiga-
¢do: mucosas congestas, temperatura retal menor que
37,8°C ou maior que 39,5°C, taquicardia (frequéncia
cardiaca maior que 120 bpm), taquipnéia (frequéncia
respiratéria maior que 30 mpm), pressdo arterial de
dioxido de carbono maior que 32mmHg, rebaixa-
mento do nivel de consciéncia, hipoalbuminemia, hi-
poglicemia ou hiperglicemia na auséncia de diabetes e
alteracdo do numero de leucécitos (acima de 18.000/
mm?, abaixo de5.000/mm?, ou com presenca de fra-
¢ao neutrofilica maior que 5%). Como variaveis de
disfun¢ao organica, considerou-se hipotensao arterial
(pressdo arterial sistélica menor que 90 mmHg), hi-
poxemia (relagdo pressdo parcial de oxigénio: fracao
inspirada de oxigénio abaixo de 300), oliguria aguda
(débito urinario menor que 0,5mL/kg/h), aumento
dos niveis séricos de creatinina (acima de 1,5mg/dL),
trombocitopenia (abaixo de 150.000 plaquetas/mm?)
e hiperbilirrubinemia.

A auséncia de crescimento bacteriano, a partir da
secre¢ao uterina, constituiu critério de exclusio.

Cada animal incluido no estudo foi submetido a
puncgdo venosa, apos tricotomia e antissepsia com so-
lucdo alcodlica da regido da veia cefalica, safena ou
jugular, para colheita de 0,5 a 4mL de sangue trans-

ferido imediatamente para tubo pediatrico (BacT/
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ALERT® PF - Biomérieux — Sao Paulo, SP, Brasil) com
meio para hemocultura.

As hemoculturas com antibiograma foram realiza-
das no momento da admissdo dos animais e, quan-
do positivas, foram repetidas apds 10 dias da primo
admissdo para a avaliacdo da eficcia do tratamento
antimicrobiano instituido.

Realizou-se também cultura da secre¢do uterina
com antibiograma de cada animal submetido a ci-
rurgia a fim de se comparar os resultados da hemo-
cultura e também para adequar a escolha do anti-
microbiano com maior seguranga nos casos em que
nenhum agente fosse identificado com auxilio de
hemocultura. Assim, imediatamente ap6s o procedi-
mento de ovario-histerectomia, uma amostra de se-
cregdo intrauterina foi colhida e encaminhada para
cultivo e antibiograma.

Os agentes microbianos identificados foram organi-
zados e expostos de forma descritiva por meio de suas
ocorréncias em porcentagens, bem como a eficicia
dos antimicrobianos empregados para cada agente.

Comparou-se a sensibilidade de cada um dos mé-
todos empregados — cultura da secregdo uterina e he-
mocultura - para identificacao das bactérias por meio
do teste exato de Fisher. Considerou-se como grau de

significancia o valor de p<0,05.

Resultados

Apenas um animal foi excluido do estudo, pois em-
bora tenha apresentado resultado de hemocultura po-
sitivo com identificagdo de Staphylococcus chromoge-
nes e variaveis de sepse grave, sua cultura de secregao
intrauterina ndo identificou o agente bacteriano.

A distribui¢ao dos casos de sepse grave secundarios
a piometra ao longo do ano nao apresentou carater sa-
zonal, assim, foram detectadas hemoculturas positi-
vas: uma em Janeiro e Outubro, duas em Maio e Agos-
to, trés em Fevereiro, Setembro e Novembro, quatro

em Marc¢o e Junho, cinco em Julho e Dezembro.



Dezessete animais (51,51%) apresentaram hemo-
cultura positiva na admissao. Destes, apenas uma
(3,03%) apresentou hemocultura positiva apos o tra-
tamento com antimicrobiano. Neste caso, a bactéria
foi Streptococcus B-hemolitico do grupo G e o resul-
tado do antibiograma contribuiu na escolha de outro
antimicrobiano. Este animal foi submetido a outra
hemocultura apds o novo tratamento, a qual foi nega-
tiva, indicando eficdcia da antibioticoterapia.

O principal agente envolvido com a sepse grave
secunddria a piometra durante o periodo estudado
foi a Escherichia coli, isolada em 57,57% dos casos.
Também foram isolados Staphylococcus sp., em 9,09%
e Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Enterobac-
ter faecalis, Eduardsiella sp., Klebsiella pneumoniae e
Streptococcus sp., em 3,03%. Dois animais permitiram
isolar bactérias diferentes entre a hemocultura e a se-
cregao uterina.

Os antibidticos que apresentaram melhor atividade
antimicrobiana em ordem decrescente contra os iso-

lados de Escherichia coli foram a gentamicina, a enro-
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floxacina, a cefalexina e a associagdo de amoxicilina
com acido clavulanico (Figura 1).

Os agentes identificados na hemocultura e na cultu-
ra da secre¢do uterina estdo apresentados na tabela 1.

Para verificar a sensibilidade do cultivo bacteriano
entre a hemocultura e a cultura de secre¢ao, os resul-
tados foram submetidos ao teste exato de Fisher, que
demonstrou diferenga extremamente significativa
(p<0,0001), indicando que a cultura da secre¢do ute-
rina é capaz de isolar o agente microbiano mais fre-

quentemente do que a hemocultura.

Discussao

Durante o diestro em fémeas caninas, a progestero-
na produzida pelo corpo luteo ovariano age sobre o
utero e estimula o crescimento e a atividade secretoria
das glandulas uterinas, promovendo assim a hiper-
plasia endometrial cistica'®"’. O endométrio torna-se
cistico e espessado, proporcionando o acumulo de

fluidos e bactérias nas glandulas endometriais e luz

Gentamicina

Enrofloxacina

Amoxicilina + Ac. Clavulanico
Ampicilina

Trimetoprima + Sulfametoxazole

Cefalexina

Antimicrobianos

Ciprofloxacina
Cefalotina

Doxiciclina

Porcentagem de cepas sensiveis
88,89
88,88
83,33

78,95
78,95

Figura 1 - Percentagem da susceptibilidade dos isolados de Escherichia coli aos principais antimicrobianos

utilizados em medicina veterinéria
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Tabela 1 - Agentes bacterianos identificados a partir da hemocultura e da secre¢do uterina

Agente identificado a cultura da

Animal Agente identificado a hemocultura secrecdo uterina
1 - A
2 - A
3 - A
4 - A
5 Streptococcus f3 hemolitico do grupo G B
6 Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus
7 Citrobacter koseri Citrobacter koseri
8 Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae
9 - Escherichia coli
10 Escherichia coli Escherichia coli
11 - Escherichia coli
12 Enterobacter cloacae B
13 Streptococcus 5 hemolitico do grupo G Streptococcus sp.
14 Enterococcus faecalis Escherichia coli
15 Escherichia coli Escherichia coli
16 - Streptococcus sp.
17 Escherichia coli Escherichia coli
18 - Escherichia coli
19 - Escherichia coli
20 - Escherichia coli
21 Escherichia coli Escherichia coli
22 - Edwardsiella sp
23 - Escherichia coli
24 Escherichia coli Escherichia coli
25 Escherichia coli Escherichia coli
26 Escherichia coli B
27 - Stafilococcus  coagulase negativo
28 - B
29 Escherichia coli Escherichia coli
30 Staphylococcus intermedius Escherichia coli
31 - Escherichia coli
32 - Escherichia coli
33 Escherichia coli Escherichia coli

A: cultura ndo realizada; B: proprietdrio optou por eutandsia antes da realizacdo da ovario-histerectomia

terapéutica

uterina, favorecendo a colonizagao bacteriana por via
ascendente e o aparecimento da piometra'®". Além
disso, a progesterona promove redugio da resposta
leucocitaria e das contra¢des uterinas, que sao meca-
nismos de defesa do organismo. A infec¢do uterina

inicial pode se agravar, comprometer diversos 6rgaos
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e caracterizar o quadro de sepse grave e choque sépti-
co®. Sem tratamento, a infec¢do é fatal®!.

A sepse grave e o choque séptico sdo responsaveis
por cerca de 2,9% das admissoes hospitalares e 10%
das admissdes nas unidades de terapia intensiva na

medicina humana®. Na medicina veterinaria, apesar



da prevaléncia de sepse ser desconhecida, a taxa de
mortalidade parece variar entre 20 e 68%%.

A peritonite é a causa mais frequente de sepse gra-
ve em caes e pode ser secunddria a ingestao de corpo
estranho, neoplasias gastrintestinais, enterotomias e
ruptura uterina devido piometra®.

Para pacientes com sepse, sepse grave e choque sép-
tico, quanto mais precoce for o inicio da terapia com
antimicrobiano adequado, melhor sera o progndstico
do paciente?®*.

Ha evidéncias de que o ajuste da terapia de acordo
com o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos na
época do recebimento do resultado das culturas me-
lhore as chances e reduza a letalidade dos pacientes
que estavam recebendo antimicrobianos inadequa-
dos, embora este beneficio ocorra em menor grau
quando comparado com a administracao de trata-
mento adequado precoce®.

Embora estudos demonstrem que a susceptibilida-
de dos microrganismos in vitro nao prediz a eficacia
dos antimicrobianos in vivo****,a hemocultura pode
permitir a adequacio da antibioticoterapia empirica
para terapia mais especifica, de acordo com o perfil de
sensibilidade do microrganismo, diminuindo assim o
risco de aparecimento de bactérias resistentes®?’, o
custo do tratamento®' e o risco de reagdes adversas aos
antimicrobianos utilizados™.

E sabido que muitos pacientes desenvolvem sep-
se sem hemocultura positiva*?. No presente estudo,
51,51% das cadelas com critérios para diagnostico
de sepse grave apresentaram hemocultura positiva.
Em humanos, as culturas de sangue sdo positivas
em 34% dos pacientes com sepse, variando entre 9
e 64%%. Quantos desses episodios sdo sepses nio
bacterémicas ou falhas nos métodos de cultivo e
identificagdo microbiolédgica, ou ainda sindrome da
resposta inflamatoria sistémica ndo infecciosa, per-
manece uma incégnita®.

Das fémeas caninas que apresentaram resultado

negativo a hemocultura, quatro estavam sob antibio-
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ticoterapia no momento da admissdo no estudo. Po-
rém, de acordo com Schermer, Sanchez e Qualls*, o
tratamento com antimicrobianos previamente a cul-
tura sanguinea nao interfere na positividade do exa-
me. Estes autores analisaram retrospectivamente 208
pacientes humanos e nao verificaram diferenca signi-
ficante entre o numero de resultados positivos de he-
mocultura ao comparar os pacientes do grupo que re-
cebiam antimicrobianoterapia profilatica com aqueles
que nio a recebiam, ambos internados em unidade de
terapia intensiva ap6s sofrerem trauma.

Por outro lado, Darby et al.** demonstraram que
a administracio de antimicrobianos concomitante-
mente a realizagdo da hemocultura diminuiu a taxa
de resultados positivos em um grupo heterogéneo de
pacientes em unidade de terapia intensiva cirargica.
Estes resultados conflitantes ressaltam a necessidade
de novos estudos a respeito do tema que elucidem
esta questdo, visto que a hemocultura é um exame de
custo elevado e a selecdo de bactérias resistentes é um
tema preocupante tanto em medicina quanto em me-
dicina veterinaria.

O presente estudo ndo observou maior concentra-
¢do dos casos de sepse grave secundaria a piometra
em cadelas em algum més especifico durante um ano
de colheita de dados. A cadela doméstica normal-
mente apresenta dois ciclos estrais por ano, mas o
numero de ciclos anuais pode variar de um a quatro,
dependendo da raga ou de caracteristicas individuais
dos animais®. Por isso, as cadelas sio consideradas
monoéstricas ndo sazonais, ou seja, podem apresen-
tar ciclos em qualquer época e os filhotes nascem em
qualquer més do ano™.

Embora Costa et al.'"*tenham relatado em seu es-
tudo sobre a identificagdo dos principais micror-
ganismos anaerdbios envolvidos em piometras de
cadelas, que o microrganismo isolado com maior
freqiiéncia, colhido de secregdes uterinas, foi o
Corinebacterium sp., esta investigagdo encontrou

como principal agente envolvido com a sepse grave
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secundaria a piometra a Escherichia coli, identifica-
da em 57,57% dos casos, corroborando os achados
de diversos autores 7#*10111213,

A incidéncia elevada da E.coli observada neste tra-
balho pode ser explicada pela afinidade que esta bac-
téria possui pelo epitélio do trato urinario e endomé-
trio durante a fase de dominancia da progesterona,
somada a presenga do precipitado bacteriano antige-
no-K que favorece a colonizagao uterina, levando a
piometra canina®.

Este estudo demonstrou indice de resisténcia varia-
vel de acordo com o antimicrobiano testado por parte
das bactérias da espécie E. coli, de forma que os anti-
microbianos que apresentaram melhor agdo contra as
cepas de Escherichia coli presentes nas cadelas estuda-
das foram a gentamicina, a enrofloxacina, a cefalexina
e a associa¢do de amoxicilina com acido clavulénico,
nesta ordem (Figura 1).

Hagman e Greko®® estudaram 80 amostras de E
coli isoladas de cadelas com piometra e verificaram
taxas reduzidas de resisténcia aos antimicrobianos
testados: 10% a ampicilina, 8% a sulfametoxazol,
5% a estreptomicina, 4% a enrofloxacina e a tetra-
ciclina, 2% ao trimetoprim e auséncia de resisténcia
a gentamicina.

Siqueira et al.”” observaram taxa elevada de sensi-
bilidade da E.coli aos antimicrobianos ciprofloxacina,
norfloxacina e enrofloxacina; Pradhan et al.!! obser-
varam maior sensibilidade a ciprofloxacina; Yates'?
encontrou como antimicrobianos mais eficazes a gen-
tamicina, a enrofloxacina, a amoxacilina com clavula-
nato e a cefalexina; Franklin e Morner® verificaram
100% de sensibilidade a enrofloxacina.

Diferindo dos estudos citados anteriormente, Lara
et al."” verificaram que a sensibilidade antimicrobia-

na in vitro de cepas de E. coli isoladas de cadelas com
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piometra foram resistentes aos principais antibidticos
prescritos pelos médicos veterinarios.

Esta pesquisa e a grande maioria das referéncias
consultadas e expostas''!*%3 verificaram que a E.
coli apresentou alta sensibilidade as fluorquinolonas.
Este grupo de antimicrobianos apresenta proprieda-
des farmacocinéticas favoraveis como amplo espectro
de agdo, baixa toxicidade e reduzida propensdo para
selecionar bactérias resistentes®. Além disso, as flu-
orquinolonas apresentam efeito bactericida rapido,
reduzindo a contagem de E. coli de trés a cinco lo-
garitmos dentro de uma a duas horas*'. Porém, é im-
portante notar que, em infecgdes graves por agentes
gram-negativos, a agao rapida de alguns antimicro-
bianos pode estar associada a liberacio aumentada
de lipopolissacarideos da parede bacteriana (endoto-

xinas), levando ao agravamento do choque séptico*.

Conclusoes

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir
que: a bactéria Escherichia coli é de fato o microrga-
nismo mais frequente envolvido com a sepse grave se-
cunddria a piometra nos animais estudados; o exame
de cultura da secrec¢do uterina revelou maior sensibili-
dade para a detec¢ao do agente microbiano envolvido
com a piometra em relagdo a hemocultura; a enroflo-
xacina pode ser indicada para o tratamento da pio-
metra em cadelas, pois obteve neste estudo 88,88% de
eficacia in vitro contra as cepas de E. coli identificadas.
Finalmente, a incidéncia de sepse grave secundaria a
piometra nao apresentou distribui¢do sazonal ao lon-

go do periodo de estudo.
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