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RESUMO

A endometrite, caracterizada pela inflamacdo do endométrio, ¢ uma importante causa de
infertilidade em éguas e estd associada a alteragdes na microbiota uterina. Este estudo teve
como objetivo identificar e comparar a microbiota uterina e o perfil de sensibilidade
antimicrobiana de bactérias isoladas de éguas sem endometrite (ES), com endometrite (EE) e
éguas virgens (EV). Foram avaliadas 17 éguas por meio de lavagem uterina de baixo volume,
utilizando técnica adaptada com duas sondas para minimizar contaminag¢des, com posterior
cultivo microbioldogico em 4gar sangue, MacConkey e MRS. Foram isolados 92
microrganismos, dos quais 78 foram identificados, por MALDI-TOF ou Vitek, pertencentes
principalmente aos filos Firmicutes e Proteobacteria. O género Streptococcus foi o mais
frequente, seguido por Escherichia e Staphylococcus, entre outros com menor ocorréncia. O
agar sangue apresentou maior taxa de recuperacdo bacteriana. Nos testes de sensibilidade,
52,2% dos isolados apresentaram multirresisténcia, com maior sensibilidade geral ao
sulfametoxazol-trimetoprim e ao ceftiofur, e elevada resisténcia a penicilina e eritromicina. Os
resultados evidenciam a complexidade da microbiota uterina equina, o avango da resisténcia

antimicrobiana e a necessidade de abordagens complementares no manejo da endometrite.

Palavras-chave: Reproducdo equina; Microbiota uterina; Resisténcia antimicrobiana;

Endometrite.



ABSTRACT

Endometritis, characterized by inflammation of the endometrium, is an importante cause of
infertility in mares and is associated with alterations in the uterine microbiota. This study aimed
to identify and compare the uterine microbiota and the antimicrobial susceptibility profile of
bacteria isolated from mares without endometritis (ES), mares with endometritis (EE) and
virgin mares (EV). Seventeen mares were evaluated using low-volume uterine lavage, applying
an adapted double-catheter technique to minimize contamination, followed by microbiological
culture on blood agar, MacConkey agar, and MRS agar. A total of 92 microorganisms were
isolated, of which 78 were identified by MALDI-TOF or Vitek, mainly belonging to the phyla
Firmicutes and Proteobacteria. The genus Streptococcus was the most frequently isolated,
followed by Escherichia and Staphylococcus, among other less prevalent genera. Blood agar
showed the highest bacterial recovery rate. In antimicrobial susceptibility testing, 52.2% of the
isolates exhibited multidrug resistance, with higher overall susceptibility to sulfamethoxazole-
trimethoprim and ceftiofur, and high resistance to penicillin and erythromycin. These results
highlight the complexity of the equine uterine microbiota, the concerning antimicrobial
resistance scenario, and the need for complementary approaches in the management of

endometritis.

Keywords: Equine reproduction; Uterine microbiota; Antimicrobial resistance; Endometritis.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um dos maiores rebanhos equinos do mundo, ocupando a quarta posi¢ao no
ranking global (ABCCM, 2023), com um efetivo estimado em aproximadamente seis milhdes
de animais (IBGE, 2024). Nesse contexto, a equinocultura nacional apresenta expressiva
relevancia econdmica e zootécnica, e a eficiéncia reprodutiva assume papel central, uma vez
que impacta diretamente a produtividade, a sustentabilidade da atividade e a obtencdo de
animais de elevado valor genético. Assim, o avango de pesquisas voltadas a reprodugdo equina
torna-se essencial para o fortalecimento do setor.

Entre os principais fatores limitantes da eficiéncia reprodutiva em éguas, destaca-se a
endometrite, considerada uma das enfermidades mais prevalentes do trato reprodutivo ¢ a
principal causa de infertilidade e subfertilidade nessa espécie (Troedsson, 1999; Piatti; Mateus;
Bacaro, 2023). A doenca compromete as taxas de concepcao e a sobrevivéncia embrionaria,
além de gerar elevados custos com tratamentos e, em casos mais graves, culminar no descarte
de matrizes e receptoras, acarretando prejuizos econdOmicos significativos (Canisso;
Segabinazzi; Fedorka, 2020; Mattos ef al., 2021; Machado; Araujo; Miranda, 2023).

A endometrite ¢ um processo inflamatorio multifatorial do endométrio, podendo
manifestar-se nas formas aguda, cronica ou degenerativa (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020;
Piatti; Mateus; Bacaro, 2023). Clinicamente, pode ser classificada como infecciosa ou ndo
infecciosa e apresentar-se de forma clinica ou subclinica, sendo que a sobreposi¢ao dos sinais
frequentemente dificulta a identificagdo do agente etiologico, etapa determinante para o
diagnostico e a escolha terapéutica (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020). Seu
desenvolvimento estd associado principalmente a infecgdes bacterianas, € mais raramente
fingicas, bem como a respostas inflamatorias fisiologicas transitorias apds a cobertura natural
ou inseminacao artificial (IA) (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020). Alteracdes anatdmicas
do trato reprodutivo, como incompeténcia vulvar, pneumoutero e acumulo de urina ou liquido
intrauterino (LIU), comprometem os mecanismos de defesa uterina, favorecendo a colonizag¢ao
bacteriana e a persisténcia da inflamacdo (Trotter; McKinnon, 1988; Canisso; Stewart;
Coutinho, 2016).

Embora o ttero das éguas nao seja um ambiente estéril, a microbiota uterina residente contribui,
em condigdes fisiologicas, para a manutengdo da homeostase local. Alteragdes nesse
ecossistema podem resultar em disbiose, favorecendo a proliferagdo de patdgenos oportunistas,
a formacao de biofilmes e o estabelecimento de infec¢des persistentes (Holyoak; Lyman, 2021;

Heil et al., 2023; Beckers et al., 2025). Os microrganismos mais frequentemente associados a
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endometrite equina incluem Streptococcus spp., Escherichia coli, Staphylococcus spp.,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (Carneiro et al., 2021; Diaz-Bertrana et al.,
2021), enquanto as infecgdes fungicas sdo predominantemente atribuidas a Candida spp. e
Aspergillus spp. (Morris; McCue; Aurich, 2020).

O tratamento da endometrite envolve agentes ecbdlicos, anti-inflamatdrios, antimicrobianos
e lavagens uterinas, entretanto, o uso recorrente e, muitas vezes, empirico de antibioticos tem
contribuido para o agravamento da resisténcia microbiana, reconhecida como um problema de
saude global (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Piatti; Mateus; Bacaro, 2023; OMS, 2024).
Nesse cendrio, terapias alternativas, como os probidticos, vém sendo investigadas. Cepas de
Lactobacillus spp. demonstram capacidade de inibir microrganismos patogénicos, modular a
resposta inflamatoria e competir por sitios de adesdo, tanto em estudos experimentais em €éguas
e vacas (Gartner et al., 2015; Peter et al., 2018; Silva et al., 2024; Bernabe et al., 2025) quanto
em pesquisas conduzidas na medicina humana (Russo; Karadja; Seta, 2019), além de
produzirem metabolitos com potencial bactericida, fungicida e imunomodulador, como acido
acético, acido latico, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas (Heikkila; Saris, 2003; Bernabe ef
al., 2025).

Diante do exposto, hipotetiza-se que o utero de éguas virgens e/ou resistentes a endometrite
apresente uma microbiota caracterizada pela presenca de bactérias acido-laticas (BAL) com
atividade antagonista frente a microrganismos patogénicos, exercendo papel protetor na
homeostase uterina. Em contrapartida, postula-se que éguas suscetiveis a enfermidade
apresentem alteragdes qualitativas e quantitativas na microbiota uterina, favorecendo a disbiose
e a predominancia de patogenos potencialmente envolvidos na patogénese da endometrite.

Destarte, o presente estudo objetivou identificar e comparar a microbiota uterina de éguas
virgens (EV), éguas sem endometrite (ES) e com endometrite (EE), a partir de amostras
coletadas por meio de lavado uterino de baixo volume (LUBYV). Adicionalmente, buscou-se
avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana das bactérias isoladas por meio de testes de
antibiograma pelo método de difusdo em agar, bem como avaliar o crescimento bacteriano em
diferentes meios de cultivo, incluindo 4gar sangue, agar MacConkey e dgar MRS, este sob
distintas condi¢des de oxigenacdo (aerobiose, microaerofilia e anaerobiose), sendo que, nesta
ultima, empregou-se também o método de cultivo em profundidade no agar. Por fim, objetivou-
se investigar a presenca de bactérias com potencial probiotico residentes no ttero dessas éguas,
contribuindo para o melhor entendimento da dinamica microbiana uterina e de seu papel na

saude reprodutiva equina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Endometrite Equina

A endometrite € uma das principais afecgdes do trato reprodutivo das éguas e figura entre
as causas mais relevantes de infertilidade e subfertilidade na espécie equina (Piatti; Mateus;
Bacaro, 2023; Blanc et al., 2025). Ao comprometer diretamente o ambiente uterino, essa
enfermidade reduz as taxas de concepcao e a sobrevivéncia embrionaria, impedindo que a
fémea expresse plenamente seu potencial reprodutivo (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).
Em casos recorrentes ou de dificil tratamento, a endometrite pode culminar no descarte
reprodutivo das éguas, gerando impactos negativos tanto para o bem-estar animal quanto para
a sustentabilidade econémica da equinocultura (Mattos et al., 2021; Morris; McCue; Aurich,
2020; Machado; Aratjo; Miranda, 2023).

Anatomicamente, o utero ¢ um o6rgdo muscular oco, conectado as tubas uterinas e a
cérvix, constituido por corpo e dois cornos uterinos. Sua parede ¢ composta por 3 camadas:
perimétrio, miométrio e endométrio (Bettencourt et al., 2018). O perimétrio, também chamado
de porgao serosa, corresponde a camada mais externa, enquanto o miométrio ¢ formado por
fibras musculares responsaveis pelas contragdes uterinas, fundamentais tanto no parto quanto
nos mecanismos de depuragdo uterina. O endométrio, camada mais interna, apresenta glandulas
endometriais e desempenha papel central na implantagdo e manuten¢do do concepto, sendo,
portanto, essencial para o sucesso reprodutivo (Bettencourt et al., 2018).

Atualmente, sabe-se que o utero ndo ¢ um ambiente estéril, mesmo em condi¢des
fisiologicas. Ele abriga uma microbiota residente que, em equilibrio, estabelece uma relagado
simbidtica e contribui para a manutencdo da saude uterina (Beckers et al., 2025). Esse
equilibrio ¢ sustentado por mecanismos anatdmicos e imunoldgicos, como a conformagao
vulvar adequada, competéncia do esfincter vestibulo-vaginal, integridade cervical e a resposta
imune inata, que atuam como barreiras a ascensao de microrganismos patogénicos (Canisso;
Segabinazzi; Fedorka, 2020; Beckers et al., 2025).

Como ja citado, a cérvix também atua como barreira a entrada de contaminantes no ttero.
Anatomicamente, esta ¢ revestida por um epitélio que contém células secretoras de muco, o
qual, durante o estro, facilita a lubrificagdo e, no diestro, se torna mais espesso a fim de
funcionar como defesa (Bettencourt et al., 2018). Quanto a genitdlia externa, a vulva ¢ a
primeira barreira de prote¢do do sistema reprodutivo, devendo, assim, apresentar boa coaptagao

dos labios vulvares, o que tende a ndo ocorrer em €éguas mais velhas e com varias gestagdes
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(Bettencourt et al., 2018). Com relacdo a conformagdo perineal, que se da pela avaliacdo da
altura da vulva x angulo de inclinacdo (indice de Caslick), para que seja adequada, a angulagao
com a vertical ndo deve ser maior que 10 graus e pelo menos 80% da abertura vulvar deve estar
abaixo do assoalho pélvico, evitando contaminagdo vaginal e uterina por proteger da entrada de
ar, acumulo de urina ou entrada de fezes (Bettencourt et al., 2018).

Entretanto, altera¢des anatomicas e funcionais, como ma conformagao vulvar, laceragdes
do esfincter vestibulo-vaginal, incompeténcia cervical, Gtero penduloso, contragdes uterinas
ineficientes, atrofia das dobras endometriais e acimulo de liquido ou urina no limen uterino,
aumentam significativamente a suscetibilidade a endometrite (Trotter; McKinnon, 1988;
Canisso; Stewart; Coutinho, 2016; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Piatti; Mateus;
Bacaro, 2023). Além disso, manipulagdes excessivas e, por vezes, realizadas de forma
inadequada no trato reprodutivo, como IAs, lavagens uterinas, deposi¢do intrauterina de
farmacos e procedimentos de transferéncia de embrido (TE), favorecem a transposi¢do de
microrganismos da vagina para o utero, contribuindo para o desenvolvimento de processos
inflamatorios (Squires 2013; Mattos et al., 2021). Assim, para diminuir os riscos de
contaminag¢do, deve-se atentar para uma boa higienizagdo prévia a manipulagdo, com limpeza
da vulva e perineo e utilizacdo de materiais devidamente esterilizados, observando ainda que
processos inadequados de higienizacdo e manipulagdo podem induzir a resisténcia de
microrganismos aos agentes antissépticos, antibioticos e antifungicos (Canisso; Segabinazzi;
Fedorka, 2020).

Nesse contexto, destaca-se que ¢éguas doadoras de embrido sdo especialmente
predispostas ao desenvolvimento de endometrite, uma vez que sdo submetidas a multiplas
manipulagdes intrauterinas ao longo de uma mesma estagdo reprodutiva e por varias estagdes
consecutivas (Squires, 2013). Esses animais passam repetidamente por inseminacdes e lavagens
uterinas, o que aumenta o risco de contamina¢do e de falhas nos mecanismos de depuracao,
favorecendo o estabelecimento de processos inflamatorios e/ou infecciosos persistentes
(Squires, 2013; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).

Diante do exposto, a endometrite caracteriza-se como um processo inflamatério do
endométrio de etiologia multifatorial, podendo manifestar-se de forma aguda, cronica ou
degenerativa (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Piatti; Mateus; Bacaro, 2023). A
enfermidade pode ser classificada em infecciosa ou ndo infecciosa, sendo que, clinicamente, os
sinais podem ser semelhantes entre ambas, tornando necessaria a identificagdo do agente

etiologico para um diagndstico preciso (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).
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Apos a cobertura natural ou IA, as éguas desenvolvem uma resposta inflamatdria uterina
transitoria, considerada fisioldgica, que ocorre rapidamente e tem como objetivo a remocao de
espermatozoides excedentes, plasma seminal, diluentes, microrganismos e debris celulares do
limen uterino (Troedsson; Liu; Crabo, 1998). Em éguas que apresentam eficiéncia nos
processos de limpeza, a inflamagao € resolvida em até 48 horas por meio de contragdes uterinas,
resposta imune local e adequada drenagem do contetido uterino (Canisso; Segabinazzi;
Fedorka, 2020).

No entanto, falhas nos mecanismos de depuragao uterina podem resultar na persisténcia
da inflamacao, levando ao desenvolvimento da endometrite persistente pos-cobertura (EPPC)
(Katila, 2016; Santos; Alessi, 2016; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020). Nesses casos,
observa-se retencdo de LIU, infiltracdo neutrofilica prolongada e producdo continua de
citocinas pro-inflamatorias, criando um ambiente embriotoxico € que compromete a
fertilizagdo, a implantacdo e a sobrevivéncia embrionaria (Santos; Alessi, 2016; Morris;
McCue; Aurich, 2020; Mattos et al., 2021).

Clinicamente, a enfermidade pode se manifestar de forma evidente ou subclinica, sendo
que, nos casos clinicos, os sinais incluem LIU, edema endometrial patologico, encurtamento do
ciclo estral, inflamagdo vaginal ou cervical, presenca de exsudato mucopurulento e perda
embrionaria precoce (Amorim et al., 2016; Carneiro; Silva-Filho; Carneiro, 2020). J& as formas
subclinicas demandam maior aten¢do diagnostica, uma vez que podem passar despercebidas e
ainda assim comprometer significativamente a fertilidade.

A endometrite equina estd geralmente associada a bactérias aerobicas, embora
microrganismos anaerobicos também sejam capazes de invadir o ttero e participar do processo
infeccioso (Ricketts; Mackintosh, 1987; Riddle; LeBlanc; Stromberg, 2007). Estima-se que
entre 25-60% das éguas que apresentam falhas em se tornarem prenhes possuam infeccao
bacteriana uterina (Bain, 1966; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020), sendo Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus e Escherichia coli as principais causas de endometrite aguda e
cronica, respectivamente e, geralmente, acessam o utero durante os procedimentos reprodutivos
(Albihn; Baverud; Magnusson, 2003; Frontoso et al., 2008; Canisso; Segabinazzi; Fedorka,
2020). Além disso, esses dois agentes, frequentemente isolados, tém sido relatados como
multirresistentes aos antimicrobianos comumente utilizados na pratica clinica (Benko et al.,
2015).

Estudos prévios demonstram que alguns microrganismos especificos sdo comumente
isolados em endometrites, em que Streptococcus equi, com destaque para Streptococcus equi

subsp. zooepidemicus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
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Staphylococcus spp., principalmente Staphylococcus aureus, sdo os mais frequentes,
considerado o fato de que a infeccdo bacteriana ¢ bastante comum (Carneiro et al., 2021; Diaz-
Bertrana et al., 2021). E, no caso de acometimento fungico, com cerca de 1-5% dos casos e que
pode ocorrer em associacao com infecgdes bacterianas, os principais relatos sdo de Candida
spp. € Aspergillus spp., cabe destacar que a endometrite fingica é frequentemente relacionada
ao uso repetido de antimicrobianos intrauterinos (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Morris;
McCue; Aurich, 2020). Em €guas suscetiveis, essas infecgdes tendem a assumir carater cronico,
particularmente associadas a formacao de biofilmes bacterianos e ao desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana, dificultando o tratamento e a resolug¢do do quadro clinico (Canisso;

Segabinazzi; Fedorka, 2020).

2.2 Diagnostico da Endometrite Equina

O diagnostico da endometrite equina representa um desafio clinico consideravel, em
virtude da diversidade de agentes etiologicos envolvidos, da variabilidade na intensidade da
resposta inflamatéria e da frequente auséncia de sinais clinicos evidentes, especialmente nos
casos subclinicos. Embora existam diferentes métodos diagnosticos disponiveis, nenhum deles,
isoladamente, retine alta sensibilidade, baixo custo, facilidade de execucdao e rapidez na
obtenc¢do dos resultados (Carneiro; Silva-Filho, Carneiro, 2020). Dessa forma, a abordagem
diagnoéstica mais eficaz baseia-se na associacdo criteriosa de multiplas avaliagdes, sempre
sustentadas por um historico clinico detalhado da égua, o que ¢ fundamental para a identificacdo
precoce da enfermidade e para a prevencao da progressao do processo inflamatorio para formas
cronicas ou degenerativas, como a endometriose (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020), além
de diminuir os prejuizos para a equinocultura (Ferris et al., 2016; Blanc ef al., 2025).

Nesse contexto, o diagndstico da endometrite envolve a integragdo de diferentes
ferramentas, incluindo avaliagdo do historico clinico e reprodutivo, inspecao do trato
reprodutivo, com avaliagdo da conformacao vulvar e perineal, palpacao e ultrassonografia
transretal (USTR) para detec¢do de LIU, espessamento endometrial e alteragdes uterinas, além
de exames complementares como citologia endometrial, cultura bacterioldgica, bidpsia uterina
e LUBV (Piatti; Mateus; Bacaro, 2023). Dentre as técnicas citadas, o LUBV e swab endometrial
sdo as mais utilizadas, na qual as amostras recuperadas podem ser utilizadas para exames de
citologia e microbiologia (LeBlanc; Magsig; Stromberg, 2007; Motris et al., 2020).

Eguas consideradas suscetiveis a endometrite frequentemente apresentam historico

compativel com a enfermidade, incluindo acimulo recorrente de LIU antes ou apds a
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reproducdo, perdas embriondrias repetidas, retornos precoces ao estro, falhas de prenhez
mesmo quanto submetidas a boas praticas reprodutivas e, em alguns casos, presenca de secre¢ao
vulvar (Woodward et al., 2012; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020). Esses achados refor¢gam
a importancia da associagdo entre dados clinicos e exames complementares para o correto
diagnostico.

A citologia endometrial pode ser realizada por meio de swab, escova ginecologica ou
LUBYV e permite a avaliacdo do tipo e da propor¢ao de células inflamatérias em relagao as
células epiteliais endometriais presentes no limen uterino (LeBlanc; Magsig; Stromberg, 2007;
Piatti; Mateus; Bacaro, 2023). Além disso, a citologia pode, ocasionalmente, detectar a presenga
de bactérias, hifas fungicas, leveduras e cristais urinarios, contribuindo para a caracterizagdo do
processo inflamatério ou infeccioso (Ferris; Bohn; McCue, 2015).

As técnicas de swab e escova ginecoldgica consistem na introdugdo destes materiais
através da cérvix, preferencialmente durante o estro, permitindo contato direto com o
endométrio para posterior andlise citolégica ou microbioldgica (LeBlanc; Magsig; Stromberg,
2007). Contudo, essas técnicas possibilitam a coleta de amostras focais, o que pode nao
representar a totalidade do ambiente uterino, além de apresentarem maior risco de
contaminagdo cruzada com a vulva e a vagina (LeBlanc; Magsig; Stromberg, 2007).

A cultura endometrial ¢ amplamente utilizada para identificacao dos agentes infecciosos
envolvidos na endometrite equina, devendo sempre ser realizada antes de qualquer
procedimento uterino ou vaginal, a fim de evitar contaminagdes que possam comprometer 0s
resultados (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020). A associag@o entre cultura microbiologica e
citologia endometrial aumenta a acuracia diagnodstica, permitindo diferenciar a simples
presenca bacteriana de uma infeccdo clinicamente relevante e, ainda, avaliar o grau de
inflamacao (Bettencourt et a/, 2018).

A bidpsia uterina, por sua vez, ¢ realizada mediante a coleta de um fragmento do
endométrio por meio de uma pinga introduzida via cérvix, sendo posteriormente avaliada por
exame histopatologico (Buczkowska et al., 2014; Pasolini et al., 2016; Bettencourt et al., 2018).
Essa técnica possibilita uma avaliacdo aprofundada do tecido endometrial, incluindo a
identificacdo de processos inflamatorios cronicos, fibrose e alteragdes degenerativas, sendo
fundamental para o prognostico reprodutivo da égua (Pasolini et al., 2016; Bettencourt ef al.,
2018).

O LUBYV consiste na infusdo de 60 a 120mL de solucdo de Ringer Lactato (RL), soro
fisiologico (SF) ou tampdo fosfato-salino (PBS) no lumen uterino, seguida de massagem

transretal dos cornos uterinos ou de um periodo de repouso de aproximadamente dois minutos,
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permitindo que o fluido seja distribuido, e, por fim, recuperagdo do fluido por sucgido ou
gravidade (Piatti; Mateus; Bacaro, 2023). Essa técnica permite a coleta de amostras
representativas de toda a cavidade uterina, sendo considerada superior a outros métodos focais
para a realizagao de citologia e cultura microbiologica (Heil et al., 2023; Piatti; Mateus; Bacaro,
2023). Além disso, o LUBV apresenta elevada sensibilidade na detec¢do de processos
inflamatérios subclinicos, especialmente em éguas subférteis, configurando-se como uma
ferramenta valiosa no diagnostico da endometrite equina (LeBlanc; Magsig; Stromberg, 2007;

Lection et al., 2024).

2.3 Tratamentos para a Endometrite Equina

O tratamento da endometrite equina varia de acordo com a idade do animal, grau de
acometimento, intensidade dos sinais clinicos, agente etiolégico envolvido e anatomia do trato
reprodutivo. Tradicionalmente, sdo empregados medicamentos ecbolicos, anti-inflamatorios,
antimicrobianos, lavagens uterinas, corre¢des cirirgicas como a vulvoplastia e, em alguns
casos, tratamentos quimicos complementares (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Blanc et
al., 2025). No entanto, éguas suscetiveis a endometrite frequentemente apresentam resposta
limitada aos tratamentos convencionais e, como consequéncia, podem desenvolver infec¢des
persistentes, subclinicas ou crdnicas, com prejuizos significativos a fertilidade (Cabrera;
Pastorello; Alvarenga, 2016; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Diaz-Bertrana et al., 2021).

Considerando a elevada prevaléncia de endometrites de origem bacteriana, o uso de
antimicrobianos ¢ amplamente adotado na pratica clinica. Dada a alta frequéncia de isolamento
de Streptococcus spp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas sp. e Staphylococcus sp.,
os principios antimicrobianos mais comumente empregados no tratamento da endometrite
equina incluem os B-lactdmicos, como ceftiofur, ampicilina e penicilina, e os aminoglicosideos,
como gentamicina e amicacina (Bettencourt et al., 2018; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).

Eguas suscetiveis a endometrite apresentam maior propensio ao desenvolvimento de
infecgdes cronicas, muitas vezes associadas a formacgdo de biofilmes. Essas estruturas sao
complexos organizados de microrganismos aderidos a superficies e envolvidos por uma matriz
extracelular polimérica, composta por substancias produzidas pelos proprios microrganismos,
que conferem maior capacidade de evasao do sistema imune do hospedeiro e atuam como uma
barreira fisica a difusdo de antimicrobianos (Ferris, 2017). Dessa forma, a penetracdo dos
farmacos ¢ limitada, resultando em menor eficicia terapéutica e favorecendo o

desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana, especialmente quando comparadas as bactérias
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planctonicas, que permanecem livres no limen uterino, sem aderéncia a superficies ou
formagao de biofilmes (Ferris, 2017; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020). Estima-se que
aproximadamente 80% das bactérias isoladas do utero equino sejam capazes de formar
biofilmes, o que representa um grande desafio terapéutico na endometrite equina (Beehan et
al., 2015; Ferris et al. 2016; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).

O uso irracional e indiscriminado de antimicrobianos tem sido associado ao rapido
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana, tornando fundamental a correta identificacao
dos microrganismos envolvidos, bem como a realizagdo de testes de sensibilidade aos
antimicrobianos, a fim de instituir um tratamento eficaz da endometrite e, simultaneamente,
prevenir a selecdo e disseminacdo de cepas resistentes (OMS, 2024). Os mecanismos pelos
quais as bactérias se tornam resistentes aos antibioticos incluem modifica¢des no alvo celular
que impedem a ligacdo do farmaco, sintese de enzimas capazes de digerir ou inativar o agente
antimicrobiano, ativagdo de vias metabolicas alternativas que contornam o mecanismo de agao
do antibidtico, regulagdo negativa ou eliminacdo de porinas transmembranares responsaveis
pela entrada do farmaco na célula bacteriana e eliminagao ativa dos antimicrobianos por meio
de bombas de efluxo (Vila; Marti; Sanchez-Céspedes, 2007; Alekshun; Levy, 2007).

Nesse contexto, ha uma crescente preocupacdo mundial em relagdo a resisténcia
antimicrobiana, considerada um importante risco a saide Unica, conceito que integra a saude
humana, animal e ambiental. Relatorios e listas publicadas pela OMS evidenciam um cenario
alarmante de disseminacdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos, com impactos diretos
na saude publica e veterindria, além de expressivos prejuizos sociais e econdmicos (OMS, 2024;
Blanc et al., 2025). Diante desse cenario, métodos terapéuticos alternativos ou complementares
aos tratamentos convencionais vém ganhando destaque, como a ozonioterapia e a hemoterapia,
que tém sido estudadas como estratégias promissoras no manejo da endometrite equina (Zhao
et al., 2021; Piatti; Mateus; Bacaro, 2023).

Portanto, em um cendrio de utilizacao indiscriminada e irracional de antibacterianos, com
indugdo a resisténcia antimicrobiana e producdo de bactérias multirresistentes, o uso de
probiodticos como tratamento alternativo nas endometrites bacterianas vem sendo descrito por
pesquisadores. Em estudos anteriores, cepas de Lactobacillus spp. t€m demonstrado ser eficaz
na supressao de bactérias patogénicas em diversas espécies (Aroutcheva ef al., 2001; Peter et
al., 2018; Russo; Karadja; Seta, 2019; Bernabe et al., 2025), demonstrando potencial para
utilizagdo no tratamento da endometrite e até mesmo na modulagdo da resposta imune do

hospedeiro.
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2.4 Microbiota Uterina e Probioticos como Tratamento Alternativo para a

Endometrite Equina

Considerando a prevaléncia de endometrites bacterianas e a utilizag¢@o indiscriminada de
antibidticos, o uso de probidticos emerge como alternativa terapéutica, sendo descrito por
pesquisadores como potenciais adjuvantes no restabelecimento da saude uterina (Silva et al.,
2024; Bernabe et al., 2025). Embora alguns microrganismos sejam comumente isolados em
endometrites bacterianas, estes também podem compor a microbiota fisioldgica uterina, o que
reforca a importancia da compreensdo dos microrganismos que residem no utero ao longo do
ciclo estral, uma vez que o microbioma uterino sofre variagdes de acordo com o estagio do ciclo
estral (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020). Essa compreensdo ¢ fundamental para elucidar
os mecanismos envolvidos na disbiose que culmina na endometrite, bem como para identificar
bactérias benéficas com potencial para restabelecer a saude uterina.

Neste sentido, Holyoak ef al. (2022) investigaram o microbioma uterino de éguas
saudaveis por meio do sequenciamento de RNA bacteriano, identificando a predominancia dos
géneros Pseudomonas, Londsdalea, Lactobacillus, Escherichia e Prevotella, com variagdes
associadas a regido geografica. Os autores reforcam que, embora existam diferengas regionais,
um conjunto central de microrganismos ¢ consistentemente observado, incluindo Lactobacillus,
Escherichia/Shigella, Streptococcus, Blautia, Staphylococcus, Klebsiella, Acinetobacter e
Peptoanaerobacter. Esses achados corroboram a existéncia de um microbioma uterino central
em ¢éguas saudaveis, considerado semelhante independentemente do método de coleta da
amostra (Heil ef al., 2023).

Estudos demonstram que o microbioma uterino pode apresentar diferengas conforme a
técnica de coleta, sendo que a lavagem uterina de baixo volume mostrou maior sensibilidade
na deteccdo de taxons de baixa biomassa, embora os resultados possam depender da regidao
geografica dos animais avaliados (Holyoak et al., 2022). Ainda assim, ha consenso de que,
utilizando o LUBV, o microbioma uterino predominante em ¢&guas ¢ representado
principalmente pelos filos Proteobacteria e Firmicutes (Holyoak et al., 2022; Heil et al., 2023).
Outros estudos também descrevem um microbioma diverso, incluindo Proteobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria. (Virendra et al., 2024).

Pesquisas indicam similaridades entre os microbiomas uterinos de éguas saudaveis e
daquelas com endometrite, no entanto, observa-se maior riqueza bacteriana em animais

saudaveis, o que possivelmente esta relacionado a manutencao da homeostase uterina (Guo;
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Holyoak; DeSilva, 2025). Em estudo conduzido por Virendra ef al. (2024), amostras coletadas
por meio de LUBVs e sequenciadas por 16S rRNA demonstraram similaridades na propor¢ao
dos principais tdxons, com diferencas atribuidas, principalmente, a localizagcdo geografica.

De forma consistente, pesquisas mostram que o microbioma uterino de éguas acometidas
por endometrite difere, em propor¢des, significativamente daquele observado em éguas
saudaveis, caracterizando um estado de disbiose (Virendra et al., 2024). Estudo conduzido por
Virendra ef al. (2024) na India, avaliando éguas saudaveis e com endometrite, foi observada
maior abundancia de Firmicutes, Bacilli, Bacillales e Paenibacillaceae nos niveis de filo, classe,
ordem e familia, respectivamente, enquanto em éguas com endometrite houve predominancia
de Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Enterobacterales e Enterobacteriaceae. Em nivel de
género, éguas saudaveis apresentaram maior abundancia de Brevibacillus e Paenibacillus,
enquanto aquelas acometidas mostravam maior prevaléncia de Escherichia, Salmonella e
Klebsiella. Esses achados reforcam que éguas com endometrite apresentam um microbioma
uterino desequilibrado, caracteristico de disbiose. Padrdes semelhantes de alteracdo do
microbioma também foram descritos em mulheres e vacas com endometrite, quando
comparadas a individuos saudéveis, sugerindo que a enfermidade estd associada a um
desequilibrio do microbioma comensal (Benner et al., 2018; Heil; Paccamonti; Sones, 2019).

Em estudo conduzido por Silva ef al. (2024), os pesquisadores realizaram o isolamento
de 257 cepas bacterianas de 77 éguas saudaveis a partir de swabs do vestibulo vaginal. Destas,
88,76% (228/257) foram consideradas BAL, as quais 65,79% foram capazes de inibir pelo
menos uma cepa de cada um dos géneros bacterianos comumente isolados em endometrite
equina. Vale ressaltar que os microrganismos acido laticos com propriedades benéficas mais
significativas selecionados neste estudo foram do género Enterococcus, ponderando, ainda, que
bactérias autdctones da espécie, por apresentarem especificidade, podem ser mais eficazes no
restabelecimento do equilibrio ecologico da microbiota do hospedeiro do que aquelas isoladas
em espécies diferentes. Os autores sugerem a necessidade de novos estudos para avaliagcdo da
seguranca e potencial biotecnoldgico do desenvolvimento de uma férmula probiotica para uso
na endometrite equina.

Resultados semelhantes foram observados em estudos com vacas leiteiras, nos quais
cepas de Lactobacillus spp. isoladas da vagina demonstraram eficdcia na inibicao do
crescimento de bactérias patogénicas in vitro, evidenciando a agdo probidtica na prevengao de
afec¢Oes urogenitais de vacas (Laurencio-Silva et al., 2017). Em sequéncia, Peter et al. (2018)
objetivaram avaliar a administra¢do intrauterina de Lactobacillus buchneri e seu efeito em

fatores relacionados a reproducdo de vacas com evidéncias de endometrite subclinica, como
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resultado, observaram que os animais tratados com a cepa probidtica tiveram maior taxa de
prenhez em relacdo aqueles tratados com placebo, ainda, a expressdo de fatores pro-
inflamatérios endometriais também foi menor, sugerindo que o uso destes microrganismos ¢
benéfico para o ambiente uterino, resultando em melhor desempenho reprodutivo.

Em outro estudo, Bernabe ef al. (2025) investigaram as propriedades antimicrobianas de
Lactobacillus acidophilus (LA) e Lactiplantibacillus plantarum (LP) por meio do isolamento
de vesiculas extracelulares (VEs) e metabolitos totais. Os testes de inibicdo in vitro
demonstraram que os metabolitos totais apresentaram efeito inibitdrio eficaz contra a maioria
das bactérias potencialmente patogénicas isoladas do utero de éguas, incluindo aquelas
envolvidas em endometrites clinicas. As VEs também apresentaram potencial antimicrobiano,
com destaque para inibicdo de uma cepa de E. coli multirresistente, sugerindo que essas
bactérias probidticas representam alternativas promissoras na prevencao € no tratamento da
endometrite equina.

Adicionalmente, Silva et al. (2026) avaliaram as caracteristicas de 24 BAL isoladas da
vagina de éguas clinicamente saudaveis, com o objetivo de investigar suas propriedades
antimicrobianas. Os isolados foram identificados como Pediococcus pentosaceus,
Enterococcus hirae, Enterococcus faecalis e Weissella cibaria. A maioria das cepas
demonstrou capacidade de autoagregagdo, adesdo a células epiteliais e formagao de biofilme,
além da producao de exopolissacarideos. As BAL também foram avaliadas quanto a capacidade
de inibir 17 bactérias associadas a endometrite equina, sendo observado que 17 BAL foram
capazes de inibir todos os patogenos testados. Destacou-se a inibicdo de Streptococcus equi
subsp. zooepidemicus por 21 BAL, bem como a inibi¢do de E. coli, microrganismos comumente
associados a enfermidade. Os autores reforgam que as cepas isoladas apresentam potencial para
uso como probidticos na prevencdo da endometrite equina, embora estudos adicionais sejam

necessarios para determinar sua viabilidade tecnologica, segurancga e eficécia in vivo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

O estudo foi submetido ao Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) da UFU e
obteve aprovacdo sob o protocolo 23117.048127/2025-64. Os animais avaliados neste
experimento pertenciam ao Setor de Equideos da Universidade Federal de Uberlandia (Sequi —
UFU), localizado na Fazenda Experimental do Gloéria, da UFU, bem como de outros haras da
regido, com devida aprovagao dos proprietarios.

Foram avaliadas 17 éguas mesticas, com idade entre 2,5 e 15 anos, pesando
aproximadamente 350 a 500 kg. O experimento foi conduzido durante a fase ciclica das éguas
e as coletas ocorreram ao longo de duas estagdes de monta consecutivas. A selecdo dos animais
incluiu avaliagdo clinica geral, anamnese detalhada para identificacdo de histdrico reprodutivo
e possiveis episddios de endometrite, além de USTR para confirmacdo da ciclicidade —
evidenciada pela presenca de foliculo pré-ovulatorio e/ou corpo luteo — e para detecgao de sinais
compativeis com endometrite, como a presenc¢a de LIU.

Ap6s as avaliagdes, as éguas foram distribuidas em trés grupos experimentais, conforme
suas caracteristicas reprodutivas:

- ES: éguas sem endometrite (n = 7) — éguas de 5 a 13 anos, previamente expostas a sémen
ou contaminantes, mas que ndo desenvolviam endometrite clinica e apresentavam histdrico
reprodutivo favoravel, produzindo embrides ou estabelecendo gestagao;

- EE: éguas com endometrite (n = 5) — éguas de 7 a 15 anos, com historico de endometrite
clinica recorrente, com presenca de liquido intrauterino, perdas embrionarias ou falhas de
fertilizacdo, apresentado repetidos resultados negativos de prenhez;

- EV: éguas virgens (n = 5) — animais entre 2,5 e 5 anos, nunca submetidos a cobertura

ou IA, condicao confirmada por historico e pela presenca integra do himen.

3.2 Ultrassonografia Transretal e Coleta das Amostras

Apos a definigdo dos grupos experimentais, as €¢guas foram monitoradas por USTR com
0 objetivo de determinar o inicio do estro € 0 momento apropriado para a coleta das amostras
por meio do LUBV. Apenas ciclos regulares com ovulagdes consecutivas foram considerados

para inclusdo dos dados.
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Durante o acompanhamento reprodutivo, procedeu-se a avaliagdo dinamica do
crescimento folicular e do edema uterino por palpacdo retal e USTR. O grau de edema
endometrial foi classificado em escala de 0 a 3, conforme McCue ef al. (2011), com adaptagodes,
permitindo a utilizagao de valores intermediarios (0,5) quando necessario para melhor precisao.
As coletas foram realizadas quando identificado foliculo dominante ou pré-ovulatério medindo
entre 28 ¢ 34 mm, associado a edema uterino grau 2 a 2,5, momento este que coincide com o
inicio do estro, em que a cérvix esta parcialmente relaxada, permitindo a coleta da amostra
uterina sem extravasamento para a vagina.

A partir da confirmagdo do inicio do estro, realizou-se o LUBV, seguido do
processamento microbioldgico das amostras. Para a coleta, as éguas foram contidas em tronco
apropriado, assegurando a seguranca dos animais e da equipe. A regido perineal e vulvar foi
higienizada com sabao neutro e dgua.

Em seguida, utilizou-se uma sonda uterina de silicone n° 36, em cujo limen foi
introduzida uma sonda nasogastrica humana n°® 16, ambas estéreis. A sonda nasogastrica foi
acoplada uma bolsa contendo 250 mL de solu¢cdo de Ringer Lactato (RL). Inicialmente, o
conjunto formado pela sonda uterina e nasogastrica foi introduzido transcervicalmente até o
posicionamento completo do cuff na regido cervical. Em seguida, a sonda nasogastrica foi
avangada até que a maior parte de seu comprimento estivesse posicionada no limen uterino.
Posteriormente, a sonda uterina foi cuidadosamente retirada e mantida na vagina, de modo que
a infusdo e a recuperacao do fluido uterino ocorressem exclusivamente pela sonda nasogéstrica,
reduzindo o risco de contaminacdo vaginal e cervical na amostra. A solu¢do de RL foi entdo
infundida no limen uterino e, apds cerca de 2 minutos, recuperada por gravidade para a mesma

bolsa (Fig. 1).
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Fig. 1 Procedimento de lavado uterino de baixo volume empregando o sistema de duas sondas. Observa-

se a égua posicionada e contida adequadamente durante a coleta.

O uso combinado de duas sondas foi padronizado neste estudo com o objetivo de
minimizar a contamina¢do por microrganismos da vagina e garantir que o material coletado
refletisse, de forma fidedigna, a microbiota uterina. Apos o procedimento, as amostras foram
imediatamente vedadas, acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel e
encaminhadas ao LADOC — UFU para processamento no mesmo dia.

As éguas foram reavaliadas por USTR ao término do procedimento para confirmar a
completa recuperagdo do liquido infundido. Nos casos em que foi observada retencao residual,

administrou-se 2 mL de ocitocina por via intramuscular para facilitacdo da evacuagao uterina.

3.3 Cultivo e identifica¢ao bacteriana

As amostras uterinas foram processadas no LADOC — UFU. Apo6s a chegada ao
laboratorio, a bolsa contendo a solucao de RL foi homogeneizada, e 20 mL do conteudo foram
aspirados com agulha e seringa estéreis. Esse volume foi dividido em dois tubos Falcon estéreis
de 50 mL (10 mL/tubo). A cada tubo foram adicionados 10 mL de caldo Brain Heart Infusion
(BHI) e 10 mL de caldo Man, Rogosa & Sharpe (MRS), previamente esterilizados. Ambos os
caldos foram feitos em dupla concentragdo. O volume remanescente da amostra foi transferido

para tubos Falcon livres de DNAse ¢ RNAse, submetidos a duas etapas de centrifugagdo e
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posteriormente & extragio de DNA com kit Qiagen®, conforme instru¢des do fabricante, para
envio a laboratorio parceiro que sera responsavel pelo sequenciamento bacteriano.

Apos adicao dos caldos, os tubos foram incubados a 37°C por 24h. Ambos os caldos sdo
translucidos e limpidos quando estéreis; assim, a turbidez apos a incubagao foi utilizada como
indicativo de crescimento bacteriano. Passado o periodo inicial de 24h, caso ndo houvesse
turbidez, a incubagdo era estendida por mais 24h. Se, ao final das 48h, os caldos ainda se
mantivessem limpidos, constatava-se a auséncia de crescimento bacteriano.

O caldo BHI, um meio de cultura liquido rico e ndo seletivo, foi utilizado para favorecer
o crescimento de ampla variedade de bactérias, incluindo microrganismos fastidiosos
frequentemente associados a infec¢des uterinas. Ja o caldo MRS, meio seletivo desenvolvido
para o cultivo de BAL, foi empregado com o objetivo de estimular o crescimento de BAL, para,
assim, permitir a recuperagdo de microrganismos com potencial probidtico presentes no
ambiente uterino.

Apoés a incubacdao dos caldos, e mediante a constatagdo de crescimento bacteriano,
procedeu-se ao repique em placas de agar utilizando al¢ca microbioldgica. Cada caldo foi
previamente homogeneizado e, com auxilio da alca estéril, aproximadamente 10 pL foram
transferidos para as respectivas placas, utilizando a técnica de estria em 4 diregdes, favorecendo
o isolamento de coldnias.

Para o caldo BHI, os repiques foram realizados em placas de Agar Sangue (AS) e Agar
MacConkey (MC), que foram incubadas em estufa microbiologica a 37°C por 24 a 48h. A
utilizacdo desses meios justifica-se por suas propriedades complementares: o AS, por ser um
meio rico € ndo seletivo, permite o crescimento de uma ampla diversidade de bactérias,
incluindo microrganismos fastidiosos, além de possibilitar a observacao de padrdes de hemolise
importantes para a caracterizagdo preliminar. J& o MC ¢ um meio seletivo e diferencial
destinado ao isolamento de bactérias Gram-negativas.

As amostras enriquecidas em caldo MRS foram repicadas em agar MRS, por 48 a 72h,
sob trés condi¢des de oxigenagao:

1. Acrobiose (MRSA);

2. Microaerobiose (MRSMA);

3. Repique em profundidade sob anaerobiose (MRSPA);

Para a técnica de repique em profundidade, o d4gar MRS foi preparado e esterilizado
previamente. Apds a autoclavagem, o meio foi resfriado até aproximadamente 37°C para evitar

danos térmicos as bactérias. Em uma placa de Petri estéril, foi dispensado, com auxilio de pipeta
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volumétrica, 1 mL do caldo MRS contendo a amostra uterina. Em seguida, o 4gar MRS foi
vertido sobre o indculo, sendo a placa homogeneizada por movimentos circulares suaves, a fim
de garantir a distribui¢do uniforme do material em todo o interior do meio. Apo6s a solidificagao
completa, as placas foram incubadas em condi¢ao anaerobia, favorecendo o crescimento de
microrganismos anaerdbios facultativos e microaerofilos, que se desenvolvem mais
eficientemente na baixa tensdo de oxigénio existentes nas camadas internas do agar.

Apos os periodos de incubagdo, as colonias obtidas foram avaliadas quanto a morfologia
macroscopica. Nos casos em que havia mais de um tipo morfoldgico de colonia na mesma
placa, cada colonia foi isolada individualmente com auxilio de uma al¢a microbioldgica estéril
e repicada em nova placa, mantendo-se as condi¢des de incubagdo utilizadas originalmente, a
fim de garantir o crescimento de culturas puras.

Obtendo-se os isolados puros, procedeu-se a caracterizagdo morfoldgica por meio da
coloracdo de Gram. Para isso, uma pequena por¢ao da coldnia foi suspensa em solugdo salina
estéril e distribuida sobre uma lamina de microscopia, formando um esfregaco. A coloracao foi
realizada utilizando kit comercial NEWPROV®, seguindo as etapas convencionais:

1. Aplicacdo do cristal violeta, com tempo de agdo de 1 minuto;

2. Lavagem suave em agua corrente;

3. Aplicagdo da solugdo de lugol 1% por 1 minuto, seguida de nova lavagem,;

4. Aplicagdo do descorante por aproximadamente 5 segundos;

5. Aplicagdo da fucsina fenificada, utilizada como corante de contraste, seguida de

enxague.

ApoOs a secagem, as laminas foram analisadas em microscopio optico para determinagao
da morfologia bacteriana e da reacao tintorial (Gram-positiva ou Gram-negativa), permitindo a
classifica¢do preliminar dos microrganismos isolados.

Depois de classificadas, as coldnias isoladas nos meios AS e MC foram submetidas a
avaliacdo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos. Além disso, todas as coldnias isoladas,
em todos os meios, foram enviadas ao Laboratorio de Pesquisa em Qualidade do Leite
(Qualileite) do Departamento de Nutrigdo e Producdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo — FMVZ/USP em Pirassununga, SP. No
Qualileite as amostras foram caracterizadas quanto a espécie pela técnica de MALDI-TOF.
Algumas colonias crescidas em AS e MC e classificadas como bacilos Gram-negativos e cocos
Gram-positivos foram enviadas ao Laboratorio de Biotecnologia Animal Aplicada (LABIO) da

UFU para serem identificadas por sistema VITEK® 2 Compact.
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3.4 Resisténcia aos Antimicrobianos

Apods a obtencdo e classificagdo das coldnias puras nos meios AS e MC, estas foram
submetidas ao teste de resisténcia aos antimicrobianos conforme o método de Kirby-Bauer,
também conhecida como método de difusdo em disco em agar (Bauer; Kirby; Sherris, 1966).
Os microrganismos testados foram suspensos em solugdo salina (0,85% NaCl) e ajustados até
obter turbidez equivalente a aproximadamente 10® UFC na escala de McFarland. Ap6s o ajuste
da suspensao, foi utilizado swab estéril para inocular as superficies das placas de 4gar Muller-
Hinton (MH). As placas permaneceram abertas, em fluxo laminar, por 5 minutos, a temperatura
ambiente, para absor¢do do in6culo antes da aplicacdo dos discos.

Em seguida, com o auxilio de pinca estéril, os seguintes discos de antibidticos foram
aplicados na placa: amicacina (30 pg; AMI), ceftiofur (30 pg; CTF), ceftriaxona (30 pg; CRO);
cotrimoxazol (sulfametoxazol + trimetoprima - 25 pg; SUT), enrofloxacino (5 pg; ENO),
eritromicina (15 pg; ERI), gentamicina (10 pg; GEN), penicilina (10 pg; PEN) e tetraciclina
(30 pg; TET). Os principios antimicrobianos foram escolhidos com base na utilizagdo clinica a
campo (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).

As placas de antibiograma foram incubadas a 37°C por 24 a 48 horas e, por fim, os
diametros dos halos de inibi¢ao (em milimetros) formados ao redor dos discos (Fig. 2) foram
medidos com régua milimetrada. Os microrganismos foram classificados em sensiveis ou
resistentes conforme diretrizes CLSI (2024). Os microrganismos que apresentaram resisténcia
a trés ou mais classes de antibioticos testados foram enquadrados como multirresistentes,

conforme Magiorakos et al. (2012).

Fig. 2 Halos de inibigdo obtidos no teste de sensibilidade antimicrobiana pelo método de difusao em

disco (Kirby-Bauer) em 4gar Mueller-Hinton.
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3.5 Analise Estatistica

Inicialmente, os dados foram organizados e tabulados em planilhas do Microsoft Excel®.
A andlise descritiva foi utilizada para caracterizar a composi¢do bacteriana das amostras
uterinas e o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos. Ainda, no software GraphPad Prism®
versdo 10.4.1, foi realizado o teste de correlagdo de Pearson para avaliar se a quantidade de
bactérias encontradas estava correlacionada com os respectivos grupos. Foi adotado nivel de

significancia de P < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Bactérias isoladas

Neste estudo, foram avaliadas 17 éguas distribuidas nos grupos ES (n=7), EE (n=5) e
EV (n = 5). A partir das amostras uterinas coletadas por meio do LUBV e submetidas a
microbiologia convencional, foram obtidos 92 microrganismos crescidos a partir do método de
pré-enriquecimento em caldos, seguido do cultivo em placas de agar. Destas, 78 (84,78%)
foram identificadas e se enquadraram em 20 espécies bacterianas. Além disso, 10
microrganismos foram enviados para os laboratdrios parceiros para analise por MALDI-TOF
ou Vitek mas ndo foram identificados e outros 4 ndo foram enviados para identificacdo em
razao da indisponibilidade de tempo habil para conclusao das analises. Dentre as espécies, foi
identificada Enterococcus faecalis, descrita em estudo anterior (Silva ef al., 2026), apds anélise
gendmica e testes funcionais, como uma bactéria probidtica, porém, a auséncia de
sequenciamento e testes de inibigdo no presente estudo impede seu enquadramento nesta
categoria.

A porcentagem de espécies bacterianas identificadas, em nivel de espécie, por grupo pela
quantidade total de espécies encontrada foi de 65% (13/20), 60% (12/20) e 45% (9/20) para ES,
EE e EV. Além disso, o teste de correlagdo de Pearson revelou que ndo houve correlacio entre
as espécies encontradas e os diferentes grupos (P > 0,05). Ainda, as razdes entre o total de
bactérias encontradas por grupo sobre o total de bactérias encontradas foram de 39,2% (36/92),
34,7% (32/92) e 26,1% (24/92), para ES, EE e EV. Quanto a propor¢do de bactérias
identificadas por grupo em relacdo ao total de bactérias identificadas, observaram-se valores de
37,2% (29/78), 33,3% (26/78) € 29,5% (23/78) para ES, EE e EV, respectivamente.

As Dbactérias NI totalizaram 7 isolados em ER e 3 em ES. Por fim, entre os
microrganismos isolados, porém ndo encaminhados para identificagao, observou-se 1 em ES, 1
em EE e 3 em ES.

Quanto as avaliagdes por grupo, estas foram realizadas com base no nimero de éguas,
em cada grupo, que apresentaram crescimento bacteriano de determinadas espécies. Dentro
desse contexto, ao se considerar especificamente os isolados classificados como bactérias nao
identificadas (NI), observou-se sua ocorréncia em 4 éguas do grupo ES (4/7 — 57,14%) e em 2

do grupo EE (2/5 — 40%), totalizando 6 amostras (6/17 — 35,29%) contendo as 7 bactérias NI.
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Quanto as espécies isoladas, Streptococcus spp. foi a mais frequente, observando-se uma
distribuicdo ampla e heterogénea das espécies entre 0s grupos experimentais. Streptococcus
dysgalactiae foi a espécie mais prevalente, com maior detec¢ao no grupo ES, sendo identificada
em 3 éguas (3/7 — 42,86%), seguida pelos grupos EE, com duas éguas positivas (2/5 — 40%), e
EV, com uma égua (1/5 — 20%). Streptococcus uberis foi encontrado em 1 uma égua do grupo
ES (1/7 — 14,29%) e em uma do grupo EE (1/5 — 20%), enquanto Streptococcus pluranimalium
apresentou ocorréncia exclusiva no grupo ES, sendo isolado em trés éguas (3/7 — 42,86%).
Streptococcus equi foi identificado em duas éguas de ES (2/7 — 28,57%), uma de EE (1/5 —
20%) e uma de EV (1/5 —20%). Streptococcus thoraltensis foi isolado em duas éguas do grupo
ES (2/7 — 28,57%) e em uma EE (1/5 — 20%), ao passo que Streptococcus gallolyticus foi
identificado em uma égua do grupo EE (1/5 — 20%) e em duas EV (2/5 — 40%). Por fim, as
espécies Streptococcus lutetiensis e S. infantarius foram identificadas exclusivamente no grupo
EV, em uma égua de cada (1/5 — 20%).

Em sequéncia, E. coli foi isolada em trés éguas do grupo ES (3/7 — 42,86%), quatro do
EE (4/5 —80%) e quatro do EV (4/5 — 80%).

Entre os Staphylococcus spp., Staphylococcus epidermidis foi a Uinica espécie presente
em todos os grupos, sendo isolada em uma égua de cada grupo (ES: 1/7 — 14,29%; EE: 1/5 —
20%; EV: 1/5 — 20%). J& Staphylococcus delphini, S. gallinarum e S. cohnii ocorreram
exclusivamente no grupo ES, cada uma isolada em uma égua (1/7 — 14,29%). S. schleifeiri foi
identificado no grupo EE, em uma égua (1/5 —20%)).

Em menor frequéncia, foram identificados Enterococcus faecalis e Bacillus cereus,
apenas no grupo EV, cada um em uma égua (1/ 5 — 20%). Pseudomonas aeruginosa e
Actinobacillus porcitonsillarum foram detectadas exclusivamente em EE, também em uma
égua cada (1/5 — 20%). Klebsiella aerogenes foi isolada em uma égua do grupo ES (1/7 —
14,29%) e em uma do EE (1/5 — 20%), enquanto Citrobacter amalonaticus ocorreu em uma
égua do grupo ES (1/7 — 14,29%).

Assim, considerando o total de colonias bacterianas isoladas e identificadas, ¢ ndo o
nimero de éguas positivas, observou-se que, no grupo ES, foram isoladas 6 coldnias de E. coli,
15 Streptococcus spp., 5 Staphylococcus spp, 2 Klebsiella aerogenes e 1 Citrobacter
amalonaticus, nao havendo isolamento de FEnterococcus faecalis, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa e Actinobacillus porcitosillarum. No grupo EE, foram isoladas 9 E.
coli, 10 Streptococcus spp., 2 Staphylococcus spp., 2 Pseudomonas aeruginosa, 2 Klebsiella

aerogenes e 1 Actinobacillus porcitonsillarum, nao tendo nenhuma colonia das outras espécies.
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Ja no grupo EV, identificaram-se 8 colonias de E. coli, 8 Streptococcus spp., 4 Enterococcus
faecalis, 2 Staphylococcus spp. € 1 Bacillus cereus.

Na tabela 1 ¢ possivel observar o perfil de isolamento geral das espécies em cada grupo,
demonstrando a prevaléncia de Streptococcus spp. seguido de E. coli, Staphylococcus spp. € as

demais espécies encontradas em menor frequéncia.

Tabela 1. Perfil de isolamento bacteriano geral por grupo de éguas: Eguas sem endometrite (ES, n = 7), Eguas

com endometrite (EE, n = 5) e Eguas virgens (EV, n = 5)

i GRUPOS
ESPECIES = = =
ES (7éguas) EE(5éguas) EV(5éguas)

Escherichia coli 6 9 8
Streptococcus dysgalactiae 3 4 1
Streptococcus uberis 1 1 0
Streptococcus pluranimalium 5 0 0
Streptococcus thoraltensis 4 1 0
Streptococcus equi 2 1 1
Streptococcus gallolyticus 0 3 2
Streptococcus lutetiensis 0 0 2
Streptococcus infantarius 0 0 2
Staphylococcus delphini 1 0 0
Staphylococcus epidermidis 1 1 2
Staphylococcus gallinarum 2 0 0
Staphylococcus cohnii 1 0 0
Staphylococcus schleiferi 0 1 0
Enterococcus faecalis 0 0 4
Bacillus cereus 0 0 1
Pseudomonas aeruginosa 0 2 0
Klebsiella aerogenes 2 2 0
Actinobacillus porcitonsillarum 0 1 0
Citrobacter amalonaticus 1 0 0

TOTAL 29 26 23

Considerando o total de colonias isoladas e identificadas em nivel de espécie em cada
grupo, observou-se que, entre as éguas clinicamente saudaveis (ES e EV), no grupo ES, das 29
colonias isoladas, 20 (68,97%) pertenciam ao filo Firmicutes, classe Bacilli, € 9 (31,03%) ao
filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, enquanto no grupo EV, de um total de 23
colonias, 15 (65,22%) foram classificadas como Firmicutes, Bacilli, ¢ 8 (34,78%) como
Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria. J& no grupo EE, das 26 coldnias isoladas,
observou-se predominancia de Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria (14/26 — 53,85%),

em relacdo as Firmicutes, classe Bacilli (12/26 —46,15%).
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Quanto ao crescimento bacteriano em cada meio de cultivo, AS foi o que mais apresentou
crescimento, totalizando 29 coldnias (29/92 — 31,52%). Destas, 22 foram identificadas em nivel
de espécie (22/29 — 75,86%), 5 classificadas como NI (5/29 — 17,24%) e 2 ndo foram enviadas
para identificacdo (2/29 — 6,9%). O agar MC apresentou 17 coldnias no total (17/92 — 18,48%),
das quais 15 foram identificadas (15/17 — 88,24%) e 2 NI (2/17 — 11,76%). No MRSA, foram
isoladas 16 coldnias bacterianas (16/92 — 17,39%), sendo 14 identificadas (14/16 — 87,5%), 1
NI (1/16 — 6,25%) e 1 ndo enviada para identificacdo (1/16 — 6,25%). Em MRSMA e MRSP
foram isoladas 15 colonias em cada (15/92 — 16,3%). No MRSMA foram identificadas 13
coldnias (13/15 — 86,67%), além de 1 NI (1/15 — 6,67%) e 1 ndo enviada (1/15 — 6,67%),
enquanto no MRSP houve 14 identificadas (14/15 — 93,33%) e 1 NI (6,67%). A distribui¢ao do

numero de bactérias isoladas por meio de cultivo encontra-se apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Quantidade de bactérias identificadas, ndo identificadas e ndo enviadas para identifica¢do, quanto ao
meio de cultivo, sendo: AS (Agar Sangue, n = 29), MC (Agar MacConkey, n = 17), MRS (Agar MRS em
Acrobiose, n = 16), MRSMA (Agar MRS em Microaerofilia, n = 15) ¢ MRSP (Agar MRS em Profundidade em

Anaerobiose, n = 15)

B MEIOS DE CULTIVO
ESPECIES
AS MC MRSA MRSMA MRSP

Escherichia coli 10 11 1 1 0
Streptococcus dysgalactiae 30 2 1 2
Streptococcus uberis 2 0 0 0 0
Streptococcus pluranimalium 0 0 2 1 2
Streptococcus thoraltensis 0 0 2 2 1
Streptococcus equi 0 0 0 1 3
Streptococcus gallolyticus 0 0 1 1 3
Streptococcus lutetiensis 0 0 1 1 0
Streptococcus infantarius 0 0 0 1 1
Staphylococcus delphini 1 0 0 0 0
Staphylococcus epidermidis 0 0 3 0 1
Staphylococcus gallinarum 0 0 1 1 0
Staphylococcus cohnii 0 0 0 1 0
Staphylococcus schleiferi 0 0 0 1 0
Enterococcus faecalis 1 0 1 1 |
Bacillus cereus 1 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 1 1 0 0 0
Klebsiella aerogenes 2 2 0 0 0
Actinobacillus porcitonsillarum 1 0 0 0 0
Citrobacter amalonaticus 0 1 0 0 0
NAO IDENTIFICADAS 5 2 1 1 1
NAO ENVIADAS 2 0 1 1 0

TOTAL 29 17 16 15 15
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4.2 Resisténcia Antimicrobiana

Dos 74 microrganismos identificados, 40 foram submetidos ao teste de resisténcia
antimicrobiana pelo método de disco difusao em agar MH, sendo 15 do grupo ES, 13 EE e 12
EV. Foram utilizados 9 principios antimicrobianos de 7 classes distintas, sendo elas:
aminoglicosideos, cefalosporinas, fluoroquinolonas, B-lactimicos, macrolideos, sulfonamidas
e tetraciclinas. Com relacdo a multirresisténcia, 21 bactérias (52,5%) apresentaram resisténcia
a 3 ou mais classes de antibioticos.

Dos antibioticos utilizados, o SUT foi o que apresentou maior eficacia na inibi¢ao das
bactérias isoladas (90% - 36/40), seguido por CTF (85% - 34/40). Ja a ERI foi o principio que
menos inibiu (17,5% - 7/40), seguido da PEN (25% - 10/30). Na tabela 3, ¢ possivel observar

o perfil de resisténcia geral a cada principio utilizado.

Tabela 3. Distribuicdo dos perfis de sensibilidade e resisténcia dos isolados bacterianos aos antimicrobianos

testados, independentemente dos grupos experimentais (n = 40)

CLASSE ANTIMICROBIANO | SENSIBILIDADEn (%) | RESISTENCIA n (%)
Amicacina (AMI) 30 (75%) 10 (25%)
Aminoglicosideos
Gentamicina (GEN) 31 (77,5%) 9(22,5%)
Ceftiofur (CTF) 34 (85%) 6 (15%)
Cefalosporinas
Ceftriaxona (CRO) 31(77,5%) 9(22,5%)
Fluoroquinolonas Enrofloxacina (ENO) 31 (77,5%) 9 (22,5%)
B-lactamicos Penicilina (PEN) 10 (25%) 30 (75%)
Macrolideos Eritromicina (ERI) 7 (17,5%) 33 (82,5%)
Sulfonamidas Cotrimoxazol (SUT) 36 (90%) 4 (10%)
Tetraciclinas Tetraciclina (TET) 31(77,5%) 9 (22,5%)

TOTAL (n=40-100%)

Quanto ao perfil de resisténcia antimicrobiana por grupo, em ES os principios mais
eficazes foram o CTF e SUT, ambos com 93% (14/15) das bactérias sensiveis. Por outro lado,
ERI foi o antibidtico menos eficaz, com apenas 20% (3/15) das bactérias sendo sensiveis. Os
resultados podem ser observados na tabela 4. Além disso, dos 15 microrganismos testados, 8

foram multirresistentes.
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Tabela 4. Distribuicdo dos perfis de sensibilidade e resisténcia dos isolados bacterianos aos antimicrobianos

testados no grupo de éguas sem endometrite (ES) (n = 15)

CLASSE

ANTIMICROBIANO

SENSIBILIDADE n (%)

RESISTENCIA n (%)

Aminoglicosideos

Cefalosporinas

Fluoroquinolonas
B-lactamicos
Macrolideos

Sulfonamidas

Tetraciclinas

Amicacina (AMI)
Gentamicina (GEN)
Ceftiofur (CTF)
Ceftriaxona (CRO)

Enrofloxacina (ENO)
Penicilina (PEN)
Eritromicina (ERI)

Cotrimoxazol (SUT)

Tetraciclina (TET)

10 (67%)
11 (73%)
14 (93%)
13 (87%)
11 (73%)
5 (33%)
3 (20%)
14 (93%)

11 (73%)

5 (33%)
4(27%)
1(7%)
2 (13%)
4(27%)
10 (67%)
12 (80%)
1(7%)

4 (27%)

TOTAL (n=15-100%)

Para as éguas do grupo EE, SUT foi o antibidtico mais eficaz, inibindo 92% (12/13) das
bactérias, seguido por CTF, CRO e TET, todos com 85% das bactérias sendo inibidas (11/13).

Assim como em ER, ERI foi o principio menos eficaz, com apenas 2 bactérias apresentando

sensibilidade (15%) (tabela 5). Neste grupo, houve 7 bactérias multirresistentes.

Tabela 5. Distribuicdo dos perfis de sensibilidade e resisténcia dos isolados bacterianos aos antimicrobianos

testados no grupo de éguas com endometrite (EE) (n = 13)

CLASSE

ANTIMICROBIANO

SENSIBILIDADE n (%)

RESISTENCIA n (%)

Aminoglicosideos

Cefalosporinas

Fluoroquinolonas
B-lactamicos
Macrolideos

Sulfonamidas

Tetraciclinas

Amicacina (AMI)
Gentamicina (GEN)
Ceftiofur (CTF)
Ceftriaxona (CRO)

Enrofloxacina (ENO)
Penicilina (PEN)
Eritromicina (ERI)

Cotrimoxazol (SUT)

Tetraciclina (TET)

10 (77%)
10 (77%)
11 (85%)
11 (85%)
9 (69%)
4 (31%)
2 (15%)
12 (92%)

11 (85%)

3 (23%)
3 (23%)
2 (15%)
2 (15%)
4 (31%)
9 (69%)
11 (85%)
1(8%)

2 (15%)

TOTAL (n = 13 - 100%)
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Por fim, em EV, ENO foi o principio mais eficaz, com 92% das bactérias sendo sensiveis

(11/12) e PEN o menos eficaz, com apenas 1 bactéria sendo sensivel (8%). Neste grupo, 6 dos

microrganismos apresentaram multirresisténcia. E possivel observar o perfil de resisténcia

antimicrobiana das bactérias isoladas no grupo EV na tabela 6.

Tabela 6. Distribuicdo dos perfis de sensibilidade e resisténcia dos isolados bacterianos aos antimicrobianos

testados no grupo de éguas virgens (EV) (n = 12)

CLASSE

ANTIMICROBIANO

SENSIBILIDADE n (%)

RESISTENCIA n (%)

Aminoglicosideos

Cefalosporinas

Fluoroquinolonas
B-lactamicos
Macrolideos

Sulfonamidas

Tetraciclinas

Amicacina (AMI)
Gentamicina (GEN)
Ceftiofur (CTF)
Ceftriaxona (CRO)

Enrofloxacina (ENO)
Penicilina (PEN)
Eritromicina (ERI)

Cotrimoxazol (SUT)

Tetraciclina (TET)

10 (83%)
10 (83%)
9 (75%)
7 (58%)
11 (92%)
1(8%)
2 (17%)
10 (83%)

9 (75%)

2 (17%)
2 (17%)
3 (25%)
5 (42%)
1(8%)
11 (92%)
10 (83%)
2 (17%)

3 (25%)

TOTAL (n=12-100%)
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, o isolamento bacteriano a partir de amostras de LUBV de éguas sem
endometrite (ES), com endometrite (EE) e virgens evidenciou uma microbiota uterina diversa,
composta por 20 espécies bacterianas pertencentes majoritariamente aos filos Firmicutes
(classe Bacilli) e Proteobacteria (classe Gammaproteobacteria). Em éguas clinicamente
saudaveis (ES e EV), observou-se maior representacdo de Firmicutes, enquanto no grupo EE
houve predominancia de Proteobacteria, padrao compativel com estados de disbiose uterina
previamente descritos na literatura (Virendra et al., 2024). Esses achados corroboram o conceito
de que a resisténcia a endometrite ndo esta relacionada a esterilidade uterina, mas a manutengao
de um microbioma equilibrado (Holyoak et al., 2022; Heil et al., 2023).

Embora o grupo ES tenha apresentado maior niimero absoluto de isolamentos, esse
resultado deve ser interpretado com cautela em fun¢do do maior nimero de animais amostrados
e da variabilidade individual, reconhecendo-se a limitagdo estatistica imposta pelo tamanho
amostral reduzido. Ainda que sem diferenca estatistica, a maior propor¢ao de espécies distintas
observadas em ES (65%), seguida por EE (60%) e EV (45%), sugere uma tendéncia de maior
diversidade bacteriana em ¢€guas submetidas a manejo reprodutivo repetido, como coberturas,
[As e manipulagdes intrauterinas, o que aumenta a exposi¢do a microrganismos ao longo das
estacdes reprodutivas (LeBlanc; Magsig; Stromberg, 2007; Woodward et al., 2012; Canisso;
Segabinazzi; Fedorka, 2020).

A composicdo microbiana observada em ES e EV caracterizou-se pela auséncia de
patogenos classicamente associados a endometrite cronica, como Pseudomonas aeruginosa, €
pela presenca de bactérias pertencentes a grupos descritos como potenciais BAL, incluindo
espécies de Enterococcus (Silva et al., 2024; Silva et al., 2026). Nesse contexto, destaca-se o
isolamento de Enterococcus faecalis em uma égua virgem, visto que espécies de Enterococcus
tém sido relatadas em pesquisas sobre a microbiota reprodutiva de equinos e demonstraram
caracteristicas como autoagregacao, aderéncia ao epitélio e atividade antimicrobiana contra
microrganismos patogénicos, reforcando seu interesse como candidata em formulagdes
probidticas, embora possam também ocorrer como patégenos oportunistas (Fraga et al., 2008;
Silva et al., 2024; Silva et al., 2026). No entanto, a auséncia de sequenciamento genomico e de
testes funcionais no presente estudo impede a classificagdo dessas cepas como probidticas,
limitado sua interpretacdo funcional e refor¢ando a necessidade de investigagdes futuras.

O perfil taxondmico identificado ¢ consistente com estudos que descrevem Firmicutes e

Proteobacteria como os principais filos do trato reprodutivo equino, independentemente do
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método de amostragem (Holyoak et al., 2022; Heil et al., 2023; Gil-Miranda et al., 2024;
Virendra et al., 2024). Diferencas nas propor¢des relativas entre os estudos podem ser atribuidas
as metodologias empregadas, uma vez que técnicas baseadas em cultivo, como o LUBYV,
favorecem microrganismos viaveis e cultivaveis, especialmente bactérias facultativas aerobias
(Thomson et al., 2022; Heil et al., 2023).

Holyoak et al. (2022) relataram predominéancia do filo Proteobacteria (48%), seguido por
Firmicutes (30%), no microbioma uterino de éguas clinicamente saudaveis. Ainda, foram
identificados representantes dos filos Bacteroidetes (12%), Actinobacteria (5%), Tenericutes
(2%) e Kiritimatiellacota (1%), sendo observadas variagdes nas propor¢des de acordo com a
regido geografica dos animais avaliados. Em contrapartida, Virendra et al. (2024) observaram,
em ¢éguas clinicamente saudaveis, predominancia de Firmicutes seguida por Proteobacteria,
enquanto em éguas com endometrite foi verificada inversdo dessa propor¢do, achados
semelhantes ao observado neste estudo. Ademais, a exce¢ao de Proteobacteria, os demais filos
relatados no estudo de Holyoak et al. (2022) ndo apresentaram representantes entre os isolados
obtidos, o que pode ser atribuido as limitagdes da técnica de cultivo convencional utilizada
nesta pesquisa.

A predominancia de Firmicutes, especialmente da classe Bacilli, ordem Lactobacillales e
familia Streptococcaceae, com destaque para o género Streptococcus, corrobora estudos que
apontam esses microrganismos como os mais frequentemente isolados no trato reprodutivo
equino, tanto em éguas saudaveis quanto naquelas com endometrite (Carneiro et al., 2021;
Holyoak et al., 2022; Heil et al., 2023; Gil-Miranda et al., 2024; Virendra et al., 2024). A ampla
distribuicao de Streptococcus spp. entre os grupos avaliados reforca o conceito de que a
endometrite estd mais associada a alteracdes qualitativas do microbioma, ou seja, a disbiose, do
que a simples presenga bacteriana (Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020).

A identificag¢do de Streptococcus dysgalactiae, especialmente em EE, estd de acordo com
achados que associam essa espécie a endometrite equina, ainda que com baixa frequéncia
(Torres et al, 2022). Em contraste, a detec¢ao exclusiva de S. pluranimalium em ES pode refletir
colonizacdo oportunista sem necessariamente desencadear inflamagdo clinica, hipodtese ja
sugerida para espécies menos estudadas do género (Pan et al., 2018). A presenga de S.
gallolyticus, S. lutetiensis e S. infantarius em EV refor¢a a nogao de que o utero equino, mesmo
em éguas virgens, ndo € estéril, mas abriga uma microbiota transitoria ou residente de baixa
patogenicidade (Heil; Paccamonti; Sones, 2019; Holyoak ef al., 2022; Virendra ef al., 2024).

O isolamento de Streptococcus equi nos trés grupos avaliados, com maior frequéncia em

éguas resistentes a endometrite, merece consideracao especifica. Embora S. equi subsp. equi
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seja classicamente reconhecido como o agente etiologico do garrotilho, importante enfermidade
nos equinos, sua subespécie zooepidemicus ¢ amplamente descrita como comensal oportunista
das mucosas respiratoria e genital dos equinos, podendo atuar como patdgeno uterino sob
condigdes favoraveis, como falhas no mecanismo de defesa uterina ou inflamagao pré-existente
(Diaz-Bertrana et al. 2021; Torres et al, 2022), sendo importante a diferenciagdo por métodos
moleculares. Estudos prévios demonstram que cepas de S. equi subsp. zooepidemicus,
frequentemente associada a quadros de endometrite, apresentam ampla variabilidade de
viruléncia, o que pode explicar sua presenca tanto em uteros clinicamente saudaveis quanto em
quadros de endometrite (Gil-Miranda et al., 2024).

A deteccdo de Escherichia coli em todos os grupos confirma seu papel como bactéria
oportunista relevante no utero equino, frequentemente associada a endometrite persistente,
especialmente em funcdo de sua capacidade de formagdo de biofilme e resisténcia
antimicrobiana, embora sua presenga isolada ndo determine necessariamente doenga (Ferris et
al., 2016; Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Diaz-Bertrana et al., 2021; Gil-Miranda et al.,
2024). Os Staphylococcus spp. identificados refletem a diversidade desse género no trato
reprodutivo equino, sendo descritos como patdgenos oportunistas, especialmente em contextos
de inflamagao cronica ou imunidade uterina comprometida (LeBlanc; Causey, 2009; Blanc et
al., 2025).

As bactérias isoladas em menor frequéncia, como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
aerogenes, Citrobacter amalonaticus e Actinobacillus porcitonsillarum, pertencentes
majoritariamente ao filo Proteobacteria, sdo descritas como microrganismos oportunistas do
trato reprodutivo equino, com relevancia clinica em casos de inflamacdo persistente e historico
de intervenc¢des reprodutivas ou tratamentos antimicrobianos prévios (Ferris et al., 2017,
Canisso; Segabinazzi; Fedorka, 2020; Diaz-Bertrana et al., 2021). A identificacdo exclusiva de
P. aeruginosa em EE, ainda que pontual, ¢ compativel com sua associacdo classica a quadros
de endometrite refrataria ao tratamento (Gil-Miranda et al., 2021), vale ressaltar que essa
bactéria foi isolada de uma égua com frequentes falhas de fertilizagdo e presenga de LIU,
mesmo apoOs tratamentos com antibidticos baseados em testes de antibiograma, demonstrando
o potencial patogénico de tal espécie e chamando atencdo para a importancia do
desenvolvimento de métodos alternativos de tratamento, como os probioticos, que vém sendo
descritos como eficazes na inibicao de patdgenos (Silva et al., 2024; Bernabe ef al., 2025).

As limitagdes observadas quanto a recuperagao bacteriana refletem aspectos metodologicos
inerentes a microbiologia convencional baseada em cultivo, que pode subestimar

microrganismos de crescimento lento, exigentes ou presentes em baixa abundancia,
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especialmente na presenca de espécies dominantes (Sathe ef al., 2017; Holyoak et al., 2022;
Heil et al., 2023). Ademais, a discrepancia entre o numero de coldnias isoladas e aquelas
efetivamente identificadas por MALDI-TOF ou Vitek pode estar relacionada a baixa
representatividade de determinadas espécies nas bases de dados, além de variagdes fenotipicas
intraespécie (Seng et al., 2009).

Quanto aos meios de cultivo, a maior recuperacao bacteriana em agar sangue confirma sua
versatilidade como meio enriquecido e nao seletivo, capaz de sustentar o crescimento de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fastidiosas e nao fastidiosas, além de permitir a
avaliagdo de padrdes hemoliticos relevantes do ponto de vista diagnostico. Em contraste, o
crescimento restrito observado em agar MacConkey reflete adequadamente sua seletividade
para bactérias Gram-negativas, reforcando a importancia do uso combinado de meios seletivos
e nao seletivos para ampliar o espectro de recuperagao bacteriana (Walter et al., 2012; Ferris et
al., 2017). A utilizacdo de meios MRS sob diferentes condigdes de oxigenagdo favoreceu a
recuperagdo de bactérias aerotolerantes e microaerofilas, destacando o papel da atmosfera de
incubagdo na composi¢ao do perfil de isolamento.

Quanto ao perfil de sensibilidade antimicrobiana, os resultados deste estudo confirmam um
cendrio preocupante de resisténcia entre bactérias isoladas do utero de éguas, reforcando a
relevancia clinica da caracterizagdo do perfil de sensibilidade no manejo reprodutivo equino.
Mais da metade dos isolados testados (21/40 — 52,5%) apresentou multirresisténcia, definida
como resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos, achado compativel com relatos
prévios que descrevem o aumento progressivo da resisténcia bacteriana em infecgdes uterinas
equinas (Benko et al., 2015; Ferris et al., 2016; Diaz-Bertrana ef al., 2021).

As elevadas taxas de sensibilidade observadas para sulfametoxazol-trimetoprim (SUT) e
ceftiofur (CTF) indicam que alguns antimicrobianos ainda permanecem eficazes frente a
bactérias uterinas, embora a resisténcia expressiva a penicilina (PEN) e a eritromicina (ERI)
seja alarmante. Essa resisténcia difusa, especialmente a B-lactdmicos e macrolideos, pode estar
associada ao uso repetido e empirico desses farmacos na pratica clinica (Blanc et al., 2025).

A elevada taxa de multirresisténcia observada estd em consonancia com os achados de
Benko et al. (2015), que relataram alta frequéncia de cepas multirresistentes de Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus e Escherichia coli, principais agentes associados, respectivamente,
a endometrite equina aguda e cronica. Esses autores destacam que o uso repetitivo de
antibidticos no trato reprodutivo favorece a sele¢do de cepas resistentes, sobretudo em éguas

submetidas a multiplas intervengdes reprodutivas.



40

No presente estudo, o SUT apresentou a maior eficacia global, inibindo 90% dos
microrganismos testados, independentemente do grupo experimental. Esse achado ¢ relevante,
uma vez que as sulfonamidas potencializadas ainda sdo descritas como opgdes terapéuticas
eficazes contra bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas associadas a endometrite equina,
incluindo E. coli (Frontoso et al., 2008). A elevada sensibilidade observada pode ser atribuida
ao mecanismo de acdo sinérgico dessa associa¢do, que atua em etapas sequenciais da sintese
do acido folico, reduzindo a probabilidade de sobrevivéncia bacteriana (Alekshun; Levy, 2007).
Entretanto, a literatura descreve que a resisténcia ao SUT pode emergir por mutagdes
cromossOmicas ou superexpressdo enzimatica, refor¢ando a necessidade de uso racional e
baseado em testes de sensibilidade (Alekshun; Levy, 2007).

Os aminoglicosideos amicacina (AMI) e gentamicina (GEN) apresentaram sensibilidade
geral moderada a elevada (75% e 77,5%, respectivamente), resultados compativeis com estudos
que relatam eficécia variavel desses antimicrobianos em infecgdes do trato reprodutivo equino
(Diaz-Bertrana et al., 2021). A maior eficacia da GEN em isolados de éguas virgens pode
refletir menor pressdo seletiva antimicrobiana nesse grupo, embora a presenga de resisténcia
em parcela relevante dos isolados indique cautela no uso empirico (Frontoso et al., 2008).

A tetraciclina (TET) apresentou sensibilidade relativamente elevada, indicando que essa
classe ainda mantém atividade contra diversos microrganismos uterinos. No entanto, a
resisténcia observada em parte dos isolados pode estar associada a mecanismos ja descritos em
Enterobacterales, Streptococcus spp. e Staphylococcus spp., como bombas de efluxo e proteinas
de prote¢do ribossomal (Alekshun; Levy, 2007; Vila; Marti; Sanchez-Céspedes, 2007; Benko
etal., 2015).

A enrofloxacina (ENO) demonstrou elevada eficacia geral, particularmente em isolados de
éguas virgens, sugerindo menor exposicao prévia a pressoes seletivas. Contudo, a presenga de
resisténcia em aproximadamente 20-30% dos isolados evidencia a emergéncia de resisténcia
as fluoroquinolonas, fendmeno ja descrito em estudos anteriores e que pode comprometer a
utilidade clinica dessa classe quando utilizada de forma indiscriminada (Albihn; Baverud;
Magnusson, 2003; Frontoso et al., 2008; Benko et al., 2015).

Entre as cefalosporinas, o CTF apresentou elevada eficacia, corroborando estudos que o
descrevem como uma das opg¢des mais efetivas no tratamento da endometrite bacteriana,
especialmente frente a Streptococcus spp. € Enterobacterales (Torres et al., 2022; Beckers et
al., 2025). Apesar disso, a literatura alerta para o uso criterioso desse antimicrobiano, devido a
sua importancia critica na medicina veterinaria e ao risco de resisténcia cruzada (OMS, 2024).

A ceftriaxona (CRO) apresentou desempenho semelhante, embora com menor eficidcia em
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isolados de éguas virgens, refor¢ando a variabilidade de resposta conforme o agente e o
historico de exposi¢do antimicrobiana (Diaz-Bertrana et al., 2021).

A penicilina e a eritromicina apresentaram os piores desempenhos, com elevadas taxas de
resisténcia em todos os grupos. A baixa eficacia da PEN sugere ampla disseminagdo de
mecanismos classicos de resisténcia aos B-lactamicos, como produgdo de B-lactamases e
alteracdes em proteinas ligadoras de penicilina, achado consistente com estudos prévios,
inclusive em éguas sem historico de tratamento antimicrobiano (Frontoso et al., 2008;
Alekshun; Levy, 2007). De forma semelhante, a elevada resisténcia a ERI confirma que os
macrolideos ndo devem ser considerados opgdes terapéuticas empiricas para infecgdes uterinas
equinas (Frontoso et al., 2008).

As diferencas observadas entre os grupos experimentais indicam que a resisténcia
antimicrobiana nao esta exclusivamente relacionada a exposi¢do prévia a antibidticos
intrauterinos, uma vez que isolados de éguas virgens também apresentaram elevados niveis de
resisténcia, sugerindo disseminacdo ambiental de cepas resistentes, conforme o conceito de
Satde Unica (Blanc et al., 2025). Por outro lado, os perfis semelhantes entre éguas com e sem
endometrite reforcam que a persisténcia da inflamagdo uterina pode estar associada a
mecanismos como evasdo imunoldgica e formagao de biofilmes, e ndo apenas ao perfil de
resisténcia antimicrobiana.

Nesse contexto, os resultados reforgam a necessidade de substituir o tratamento empirico
por abordagens baseadas em identificagdo bacteriana e antibiograma, além de estimular a
investigagdo de estratégias terapéuticas alternativas ou adjuvantes, como o uso de probidticos,
que tém demonstrado potencial na modulagdo do microbioma uterino € na inibicdo de
patogenos multirresistentes (Guo; Holyoak; DeSilva, 2025; Silva et al., 2024; Bernabe et al.,
2025; Silva et al., 2026).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o utero de éguas sem endometrite, com endometrite e
virgens abriga uma microbiota bacteriana diversa, refor¢ando que esse ambiente nao ¢ estéril.
A comparacdo entre os grupos evidenciou diferengas no perfil microbiano, com maior
predominancia de Firmicutes em €guas clinicamente saudaveis e de Proteobacteria em éguas
acometidas, sugerindo associag¢do entre desequilibrios da microbiota uterina e a endometrite.
Quanto aos meios de cultivo, o dgar sangue mostrou maior eficiéncia no isolamento bacteriano,
enquanto os meios seletivos atuaram de forma complementar, embora o cultivo convencional
tenha se mostrado limitado para a caracterizagdo completa da microbiota uterina, evidenciando
a necessidade de abordagens complementares, como o sequenciamento. Por fim, a elevada
frequéncia de resisténcia antimicrobiana observada reforga a importancia da identificagdo
bacteriana associada ao antibiograma e da busca por estratégias alternativas no manejo da

endometrite equina.
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