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RESUMO: A técnica de Gram € simples, rapida e com grande capacidade de resolucéo,
permitindo diagnostico em pronto atendimento local. Além de ser uma técnica com baixo custo
diante de sua eficacia. A técnica consiste em diferenciar espécies bacterianas em dois grupos,
0 grupo das gram-positivas e das gram-negativas, sendo o fator que ird determinar o grupo
bactericida a coloracdo, a composicao e propriedades quimicas e fisicas das paredes celulares.
A fim de realizar a técnica de Gram e verificar a presenca de bactérias gram-negativas ou gram-
positivas, com énfase na presenca de Streptococcus e Lactobacillus. Por meio de swab tendo
principio ativo com amies carvdo em meio foram coletadas amostras vaginais, perineais
(higienizado e ndo higienizado) e da fossa cliteriana em duas éguas (Indiana da Algarroba e
Ziguezague da Primavera). Apos 0s swabs foram mantidos em caixa térmica e transportados
até o Laboratorio de Microbiologia da UNIDEAU de Bagé, apds 48 horas foram obtidos os
resultados. PH (perineo higienizado) ambos foram O presenca de unidades formadoras de
coldnias, ja P (perineo ndo higienizado) a presenca de unidades formadoras de colonias foi 3 e
2 respectivamente para Indiana da Algarroba e Ziguezague da Primavera. Ja Indiana da
Algarroba em sua coleta de FC (fossa clitoriana) apresentou 28 unidades formadoras de
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colbnias, porém ndo houve presenca de E.coli, em sua V (vagina) houve 26 unidades
formadoras de coldnias e 24 presencas de E.coli. Sua morfologia foi Gram positiva e Gram
negativa com presenca de Streptococcus e E.coli. Ziguezague da Primavera apresentou 56
unidades formadoras de colonias em sua FC, e 11 presencas de E.coli. Em sua V foram
encontradas 2 unidades formadoras de col6nias e 2 presencas de E.coli, sendo toda a morfologia
bacteriana gram positiva com presenca de Lactobacillus e Streptococcus. Concluimos que a
técnica de gram trouxe resultados satisfatdrios, pois nos proporcionou identificar a morfologia
bacteriana, porém para as técnicas E.Coli Petrifilm e semeadura em placa ndo obtivemos todos
os resultados, pois utilizamos o principio ativo com meio amies carvao, no qual ndo é
recomendado para esté técnica e perdemos algumas amostras.

Palavras-chave: Swab; Bactérias; Eguas; Streptococcus; Lactobacillus.

Abstract: Gram's technique is simple, fast and with great resolution capacity, allowing
diagnosis in local emergency care. In addition to being a low cost technique due to its
effectiveness. The technique consists of differentiating bacterial species into two groups, the
group of gram-positive and gram-negative, being the factor that will determine the bactericidal
group the color, composition and chemical and physical properties of the cell walls. In order to
perform the Gram technique and check for the presence of gram-negative or gram-positive
bacteria, with an emphasis on the presence of Streptococcus and Lactobacillus. By swab having
active ingredient with amies coal in the medium, vaginal, perineal (sanitized and non-sanitized)
and cliterian fossa samples were collected from two mares (Indiana da Algarroba and Zigzag
da Primavera). After the swabs were kept in a thermal box and transported to the UNIDEAU
Microbiology Laboratory in Bageé, after 48 hours the results were obtained. PH (sanitized
perineum) both were the presence of colony-forming units, while P (non-sanitized perineum)
the presence of colony-forming units was 3 and 2 respectively for Indiana da Algarroba and
Zigzag da Primavera. Indiana da Algarroba, in its collection of CF (clitoral fossa), presented 28
colony-forming units, but there was no presence of E. coli, in its V (vagina) there were 26
colony-forming units and 24 E. coli. Its morphology was Gram positive and Gram negative
with the presence of Streptococcus and E.coli. Zigzag da Primavera presented 56 colony
forming units in its CF, and 11 E.coli presences. In its V, 2 colony-forming units and 2 E.coli
presences were found, with all bacterial morphology gram positive with the presence of
Lactobacillus and Streptococcus. We conclude that the gram technique brought satisfactory
results, as it allowed us to identify the bacterial morphology, however for the E.Coli Petrifilm
and plate seeding techniques we did not obtain all the results, because we used the active
principle with half amies charcoal, in which it is not recommended for this technique and we
lost some samples.

Keywords: Swab; Bacteria; Mares; Streptococcus; Lactobacillus.
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1 INTRODUCAO

A técnica de coloragdo de Gram consiste na capacidade da parede celular das bactérias
gram-positivas em absorver o corante cristal violeta em seu citoplasma, enquanto as gram-
negativas ndo realizam este efeito, seguido de tratamento com um fixador denominado lugol,
seguindo assim o tratamento com um solvente organico, etanol-acetona. Este solvente dissolve
a porcdo lipidica das gram-negativas e o cristal violeta-iodo é removido, fazendo a descoloragéo
das células.

J& nas gram-positivas o corante primario é absorvido e as células permanecem coradas,
isso se torna possivel pelo fato do corante desidratar as paredes celulares espessas e provoca
uma contracdo dos poros do peptideoglicano. Este estudo visa fazer uma correlacdo bacteriana
entre duas éguas da mesma propriedade, visando o grau de infeccdo destes animais, se ha

presenca de Streptococcus e a quantidade desta bactéria presente em cada animal.

2 DESENVOLVIMENTO

Nesta parte do trabalho serdo detalhados o referencial tedrico, a metodologia empregada
e os resultados encontrados. Contém a exposi¢do ordenada e pormenorizada do assunto tratado

do estudo.

2.1 Referencial Tedrico

2.1.1 Doencas reprodutivas que acometem éguas

Os problemas infecciosos que acometem as éguas sdo frequentemente diagnosticados
por causar a reducado da fertilidade ou quando nao diagnosticado e tratado adequadamente pode
progredir para uma total infertilidade (GESTAO DO CAMPO, 2015).

A inflamacdo do endométrio uterino é chamada de endometrite, se d& em resposta a um

tipo de agressdo, geralmente por microrganismos. Os diversos tipos de endometrites sdo
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classificados de acordo com a etiologia, que pode ser fisioldgica, ou patolégica em outros casos
(GESTAO DO CAMPO, 2015).

O sistema reprodutivo da égua possui barreiras fisicas (vulva, vagina e cérvix uterino)
e bioldgicas para evitar e combater a infeccéo e inflamagdo do Utero. Quando ha falha em uma
das barreiras pode predispor a infecgdo por bactérias, virus e fungos. O combate e a eliminagao
das infeccdes do Gtero sdo realizados pelos mecanismos de defesa (GESTAO DO CAMPO,
2015).

Quando ha falhas nas respostas uterinas ou nas barreiras fisicas de protecéo, leva a
subfertilidade que se relaciona aos endometrites agudas ou crénicas. O diagnostico é feito a
partir da anamnese, além do exame direto do sistema reprodutivo e exames complementares,
que auxiliam na escolha do tratamento mais adequado. Quando a endometrite ndo € tratada ou
é tratada inadequadamente, pode causar lesdes no endométrio que afeta negativamente o
desempenho reprodutivo do animal (GESTAO DO CAMPO, 2015).

A endometrite € bem comum em éguas, pode ser aguda ou cronica; clinica ou subclinica;
infecciosa (bacteriana, fungica e viral) ou ndo-infecciosa; pos-parto, induzida pela cobri¢do ou
persistente; ndo significando que exista necessariamente um sO0 agente causador em cada
paciente (LOPES et al., 2010).

As endometrites determinam prejuizos na reproducdo de equinos, por causarem baixa
fertilidade, morte embrionaria e abortamentos (MATTOS et al., 2003 apud ABREU, 2010).

A piometra € uma doenca definida com o acimulo de material mucopurulento no
interior do Utero, com presenca ou ndo de corpo luteo, isso depende da lesdo do endométrio. A
ocorréncia da piometra em éguas é multifatorial, sendo uma condi¢do incomum nessa espécie,
essa doenca é originada geralmente por falha da drenagem fisiologica do liquido uterino
decorrente de uma baixa imunidade, devido a presenca de aderéncias cervicais ou a um canal
cervical estenosado, sinuoso ou irregular (VAN CAMP, 1986; HUGHES et al., 1979;
CAUSEY, 2006).

2.1.2 Swab Vaginal
E uma técnica importante dentro da medicina veterinaria, onde podemos observar a
microbiota do sistema reprodutor do animal, podendo evitar futuras patologias como a

endometrite. Na citologia podemos observar e avaliar as células uterinas como leucdcitos,
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eritrocitos, bactérias, leveduras, fungos, etc. E uma técnica de baixo custo, de facil acesso e de
pratica execugdo (FACTOR, et al., 2019).

2.1.3 Microrganismos que acometem o sistema reprodutivo em éguas

Na égua o ambiente uterino saudavel ndo apresenta microflora, diferente da vagina que
é rica em microrganismos nao patogénicos. A presenca de Lactobacillus spp tem sido pouco
investigada em éguas. As bactérias predominantes vaginais sdo Streptococcus zooepidemicus,
Escherichia coli, Streptococcus alfa hemolitico, Candida, Enterobacter spp, Bacillus spp,
Streptococcus beta hemolitico e Pseudomonas (CHAVES, 2011).

As bactérias patogénicas que causam aborto ou morte fetal, sdo Streptococcus
zooepidemicus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae
(CHAVES, 2011).

Os elementos fungicos que causam doencas reprodutivas em éguas geralmente séo
oportunistas e o reservatério primario destes agentes infecciosos é o trato reprodutivo caudal.
As espécies mais frequente presente sdo Candida albicans e Aspergillus fumigatus.
Enterococcus spp encontrados na flora vaginal de éguas com bom historico reprodutivo,
mostraram atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, como
para E.coli e S.aureu (MATTOS et al., 2003).

2.1.4 Principais bactérias presentes no sistema reprodutor equino e suas caracteristicas

Staphylococcus spp, sdo cocos gram-positivos, anaerobios facultativos, iméveis, ndo
produtores de esporos e catalase positiva com uma ampla distribuicdo, sdo 0s agentes mais
comuns nas éguas geralmente essas bactérias sdo transmitidas durante o coito (CHAVES,
2011).

Pseudomonas spp, sdo bacilos gram-negativos, que sdo oportunistas, geralmente
relacionado a casos de éguas que receberam repetidos tratamentos com antibidticos. Estas
bactérias possuem um grande potencial para produzir infec¢des uterinas (CHAVES 2011).

Escherichia coli, sdo bactérias bacilares gram-negativas que ndo formam esporos. Sao
anaerdbicas facultativas. Se torna de extrema importancia aderir a uma boa higienizacdo da
égua para evitar a presenca destes microrganismos procurando evitar problemas futuros com

esta bactéria que é uma das principais causadoras de endometrites (MATTOS et al., 2003).
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Aspergillus spp, é o segundo fungo mais importante e relatado em éguas, principalmente
as com endometrite micética. Este fungo é capaz de causar um maior prejuizo ao endometrio
por produzir e liberar enzimas como por exemplo, a elastase. E um fungo filamentoso com uma

grande habilidade de penetrar em tecidos, provocando infecgdes (CHAVES, 2011).

2.1.5 Streptococcus spp.

O género Streptococcus, pertencente a familia Streptococcaceae, tem seus
representantes esféricos (cocos) agrupados em forma de cadeia. Também sdo colorados gram-
positivos, como os Staphylococcus. Normalmente estes organismos preferem ambientes
oxigenados, porém se desenvolvem também em meio anaerébio. O grupo de bactérias
Stpretococcus € bastante amplo e conta com 100 espécies, podendo infectar muitas espécies
animais, causando infecgdes supurativas como mastite, adenite, metrite, poliartite, meningite,
endometrite, etc (FACTOR et al., 2019).

2.1.6 Lactobacillus spp.

E um bacilo gram-positivo que produz componentes como &cido latico, bacteriocinas e
peroxido de hidrogénio, com propriedades para proteger a flora vaginal. E um grande género
de bactérias com uma série de aplicacdes interessantes, sdo gram-positivos, incapazes de formar
esporos, desprovidos de flagelos, apresentam forma bacilar ou cocobacilar e sdo aerotolerantes
ou anaerobios (LIMA, 2005).

Fazem fermentacdo lactea, s@o heterotréficos, degradam acucares para sua
sobrevivéncia, gerando &cido lactico como subproduto. A maioria forma col6nias ovoides
(LIMA, 2005).

2.1.7 Técnica de Petrifilm

E um sistema de meio de cultura pronto para a amostra que contém nutrientes bile
vermelho violeta um agente geleificante sollvel em agua fria, um indicador de atividade
glicuronidasica e um indicador que facilita a enumeracdo da colénia. E uma técnica para
contagem de E.coli e Coliformes (EC) (MULTIMIDEA, 2009).

A maioria das E.coli produz beta-glicuronidase na qual forma um precipitado azul

associado a coldnia. O filme superior retém o gas formado pelos coliformes e E.coli que séo
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fermentadores de lactose. As E.coli produzem gés indicadas pelas coldnias azuis a vermelho-
azuladas, associadas ao gas retido na Placa Petrifilm EC (dentro de, aproximadamente, o
didmetro de uma col6nia) (MULTIMIDEA, 2009).

2.1.8 Técnica de Gram.

O método de Gram é uma técnica de coloracdo que com o auxilio da microscopia Gptica,
permite distinguir os dois principais grupos de bactérias. Gram positivas: (coram de roxo) e
gram negativas: (coram de rosa) (KASVI, 2019).

Para a realizacdo da técnica é necessario laminas para microscopia, microscopio, 6leo
de imersdo, tubo contendo solucdo com agua esterilizada e corante: cristal de violeta, alcool,
lugol e fucsina (KASVI, 2019).

Técnica de Gram

1°- Confeccionar o esfregaco;

2°- Corar com cristal de violeta por 60 segundos;

3°- Cobrir com lodo de Gram ou Lugol por 60 segundos;
4°- Lavar com esguicho de agua destilada;

5°- Descorar com alcool a 95%, 10-20 segundos;

6°- Lavar com esguicho de agua destilada;

7°- Corar com fucsina por 20 segundos;

8°- Lavar com agua destilada, secar e observar ao microscopio;

2.2 Material e Métodos

A coleta das amostras foi realizada na Clinica de Reproducdo Intensiva de Equinos
(CRIE), localizada na cidade de Hulha Negra- RS. No presente estudo foi utilizado um swab
com meio AMIES com carvao, que atua neutralizando algumas toxinas produzidas por alguns
tipos de microrganismos. Posteriormente, o swab foi introduzido no animal, buscando coletar
uma amostra da parede da vagina e vestibulo do clitéris. No momento da coleta, que foi
realizada em duas éguas, na Indiana da Algarroba foi feito um swab sem fazer assepsia no
momento inicial, e apds, uma coleta com assepsia feita com dgua e iodo PVPI. Ja na Ziguezague

da Primavera foi feito o mesmo procedimento, porém, no momento da assepsia foi utilizado
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agua e detergente neutro. A mudanga de componentes para assepsia tem como finalidade
observar, (figura 1) qual meio seria mais eficaz para uma boa higieniza¢do do animal antes de

fazer a coleta com swab como também uma inseminacéo, evitando assim problemas futuros.

Figura 1- Realizagdo da coleta do swab vaginal. AIRES. C, A, S. 2020. Clinica de
Reproducéo Intensiva de Equinos. Hulha Negra-RS.

Apos a coleta as amostras foram levadas para o Hospital Veterinario S&o Francisco,
Centro Universitario IDEAU - campus Bagé. Primeiramente foi realizada a técnica da placa
para contagem de E.coli, para isso foram utilizadas oito placas de petrifilm, identificadas
conforme coleta e apos foi inoculado 1 mL do meio onde o swab estava previamente
enriquecido com Caldo de soja, nos discos plasticos. Logo as placas foram fixadas e levadas na
estufa a 37°C durante 48 horas.

Logo, asegunda técnica (método convencional) foi realizada através de agar count, onde
primeiro houve a count preparacdo do Agar (15 gramas de Plate count &gar para 500 mL de
agua destilada), apds foi deixado em processo de autoclave até virar liquido e esterilizar,
podendo usé-lo somente 2 horas ap6s, foi distribuido a solucéo de Agar em 8 placas de petri até
solidificar em temperatura ambiente, em seguida foi feito o cultivo de microrganismos em Placa
de Petri, a inoculacdo foi realizada na superficie do agar com auxilio de alca descartavel,
conforme a Figura 2, e apds conduzida a estufa bacteriologica a 37°C em um periodo de 48

horas.
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Figura 2 — Realizac&o da técnica de placa de petri. CORADINI, M. G. L. 2020. Hospital
Veterinario Sdo Francisco- UNIDEAU, Bage —RS.

No terceiro processo foi realizada a técnica de gram, na qual foram coletadas bactérias
das placas de petri com auxilio de alca descartavel, removeu-se uma aliquota de colonia e fez-
se a fixacdo da lamina de vidro, apds seguiu-se a coloracdo da técnica de gram.

Processos da técnica; A lamina ficou imerge em cristal violeta durante 1 minuto, apos
passou para lugol para gram onde permaneceu durante o mesmo periodo de tempo, no 3° passo
foi colocada verticalmente em agua com leve fluxo corrente, indo em seguida para o alcool,
ficando com este durante 1 minuto e por Ultimo ficou sob fucsina fenicada para gram durante o
mesmo tempo, passando o ultimo minuto, conforme a figura 3. As ldaminas foram depositadas
em um recipiente apropriado para secagem. Em minutos foram colocadas em um microscépio

para analisar suas propriedades.
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Figura 3- Realizacdo da técnica de gram. CORADINI, M. G. L. 2020. Hospital
Veterinario Sdo Francisco- UNIDEAU, Bagé —RS.

2.3 Resultados e Discusséo
Neste estudo foi possivel obter resultados sobre a quantidade de col6nias presentes nas
amostras, realizando passo a passo todo o procedimento e acompanhando o crescimento
bacteriano, também foi possivel identificar qual a gram presente e quais as bactérias
encontradas.
Abaixo segue resultados da técnica rapida de petrifilm mostrando o namero de col6nias

por amostra para pesquisa de E. coli (UFC/cm?) coletadas.

Tabela 1- Quantidade de E. coli presentes nas amostras.

Identificacdo FC \/
Indiana da Algarroba - 24
Ziguezague da Primavera 11 2

Dados da tabela: FC= Fossa Clitoriana e V= Vagina.

Na sequéncia a Tabela 2 apresenta os resultados obtidos utilizando a metodologia

convencional em agar para contagem de unidade formadora de col6nias (UFC/cm?).
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Tabela 2- Contagem de unidades formadoras de coldnias, com &gar padréo.

Identificacdo FC \Y PH P
Indiana da Algarroba 28 26 - 3
Ziguezague da Primavera 54 2 - 2

Dados da tabela: PH= Perineo Higienizado e P= Perineo ndo higienizado.

Na Tabela 3 e 4 estdo os resultados obtidos ap6s avaliacdo das col6nias, conforme a
técnica de gram e morfologia bacteriana encontrada nas amostras coletadas para cada égua.

Tabela3 Avaliacdo de Gram e morfologia bacteriana da Indiana da Algarroba.

Local do Material Coletado  Avaliacdo de Gram Morfologia
FC Gram positiva Streptococcus
FC Gram negativa E.Coli
\ Gram positiva Streptococcus
Tabela 4 Avaliacao de Gram e morfologia bacteriana da Ziguezague da Primavera.
Local do Material Coletado  Avaliacdo de Gram Morfologia
FC Gram positiva Lactobacilos
P Gram positiva Streptococcus e Lactobacilos
\ Gram positiva Lactobacilos

Com base nos resultados da Tabela 2 concluimos que os dois produtos utilizados para
higienizar o perineo trazem resultados satisfatorios, pois ndo houve presenca bacteriana em
nenhuma das éguas, uma vez que o numero de UFC foi 0.

No estudo desenvolvido por Chaves (2011), utilizou-se 36 éguas para observar a prevaléncia
de Lactobacillus, em sua pesquisa ela cita que a presenca de Lactobacillus é comum em
mulheres e pouco investigada em éguas, e a bactéria que mais se prevaleceu foi a Streptococcus,
no entanto, no presente estudo, na amostra da Ziguezague da Primavera houve uma pequena

presenca de Streptococcus (33,3%) (conforme a Figura 6), ja a presenca de Lactobacillus foi

Projeto de Aperfeicoamento Tedrico e Pratico — Bagé — RS — Brasil 11



»
o0y o
&

INSTITUTO DE DESENVOLVIMENTO % ‘*
EDUCACIONAL DE BAGE PATP T
UNIDEAU DE BAGE PROJETO DE APERFEIGORMENTL | \||C|ACAO CIENTIFICA

TEORICO PRATICO

Mostra de Criacdo e Inovagao

66,7% (figura 5), sendo esta Ultima bactéria presente em todas as suas amostras realizadas pela
técnica de Gram, significando que esta com flora normal, j& a Indiana da Algarroba ndo houve
presenca de Lactobacillus em nenhuma de suas amostras, apresentando somente Streptococcus
e E. coli.

No estudo de Chaves (2011) foram analisadas todas as bactérias presentes nestas 36 éguas,
houve a prevaléncia de 42% de Streptococcus, e 25% de E.coli, sendo estas as bactérias
predominantes, no presente trabalho, a Indiana da Algarroba obteve a presenga de
Streptococcus com 75%, (figura 6), e de E.Coli foi de 25%, conforme a Figura 4, sendo
resultados similares a pesquisa de Chaves (2011).

A mesma autora também cita em seu estudo que a presenca de Lactobacillus é encontrado
na flora vaginal de éguas com bom histérico reprodutivo, pois seu estudo tem como objetivo
estudar a flora vaginal de éguas doadoras de embriGes. Ja as éguas escolhidas para o presente
estudo ndo sdo éguas de reproducéo, e sim de esporte, embora uma das éguas tenha apresentado
grande prevaléncia de Lactobacillus, a outra ndo houve nenhuma presenca, havendo resultados

semelhantes a pesquisa dessa autora para Streptococcus.

Figura 4 - Imagem de uma lamina contendo E. Coli e Streptococcus. LEMOS. M, D. 2020.
Hospital Veterinario Sdo Francisco- UNIDEAU, Bagé —RS.
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Figura 5- Imagem de uma lamina contendo Lactobacillus. POZZATI. V, M. 2020. Hospital
Veterinario Sao Francisco- UNIDEAU, Bagé —RS.

Figura 6- Imagem de uma lamina contendo Streptococcus. LEMOS, M. D. 2020. Hospital
Veterinario So Francisco- UNIDEAU, Bagé —RS.

3 CONCLUSAO
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Concluimos que a técnica de Gram consiste em observar e diferenciar bactérias gram
positivas das gram negativas, além de ser uma técnica de baixo custo, rapida e facil nos trouxe
um resultado satisfatério, também nos proporcionou identificar as bactérias presentes nas
amostras e a saber a qual grupo elas pertencem. Os animais apresentaram microbiologia dentro

do padrdo desejavel, sem identificar significativo patdgeno.
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