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RESUMO

A pneumonia flingica € uma infeccio pulmonar profunda causada
principalmente por fungos do género Aspergillus, incluindo A. fumigatus, A. niger, A.
flavus e A. terreus. Se encontram mais comumente em matéria organica em
decomposicdo. Seus propigulos estdo presentes na poeira € no ar, o que favorece a
inalacdo, porta principal de entrada do agente no organismo. Produzem grande
quantidade de conidios com menos de 8 u, fazendo com que, quando inalados,
alcancem o leito pulmonar. E o género considerado o mais comum em nosso planeta e o
A. fumigatus € a espécie mais frequentemente descrita em invasao tecidual. Em animais
e humanos, os sistemas respiratério e imunoldgico sauddveis sdo suficientes para
eliminar os propagulos das vias aéreas, evitando sua colonizagdo. Doencas e farmacos
imunossupressores t€m sido descritos como fatores predisponentes da infeccdo
pulmonar fingica, considerada oportunistica. E considerada rara em cdes. Os sinais
clinicos sdo variados, mas a tosse persistente e a ndo cessacdo dos sinais com o uso de
antimicrobianos sdo dados para suspeita de pneumonia fiingica. No exame radioldgico
de pulmdes, sdo descritas varias imagens, das quais a mais relatada é a de padrdo
intersticial nodular miliar generalizado, embora nio seja imagem patognomonica. Este
trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de aspergilose pulmonar em cées com
sintomatologia respiratoria atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGS), localizado na cidade de
Porto Alegre. A amostragem foi composta por 46 cdes nos quais foi realizado Bidpsia
por Aspiragdo com Agulha Fina (BAAF) nos dois pulmdes, coleta de sangue e exame
radioldgico tordcico. O material obtido de uma pungdo foi homogeneizado com caldo
Sabouraud Dextrose liquido. Parte deste homogeneizado foi semeado em Agar Malte
para Aspergillus spp. e feito exame direto em ldmina e com colotracdo de Grocott. A
outra parte foi semeada em vdrios meios de cultura para exame bacteriolégico. Do
material obtido na outra puncéo foi realizado exame citopatolégico corado pelo método
Pandtico Répido. Do soro obtido do sangue coletado foi realizado exame
soromicoldgico para A. fumigatus, A. flavus e A. niger. Os resultados dos exames
micolégico, citopatolégico, soromicoldgico e bacteriolégico foram negativos para todas
as amostras testadas. N@o havendo positividade dos exames, ndo foi possivel
correlacionar a pneumonia fungica com as imagens radiolégicas obtidas dos pulmdes

dos 46 caes radiografados. A maioria dos cdes viviam em dreas abertas, em contato com



matéria orgénica onde o fungo frequentemente se encontra. Os exames para detecgdo de
fungos devem ser analisados com cautela, pois o resultado positivo em um tnico exame
ndo confirma a presenca da infecgdo, pois o agente pode estar presente frequentemente

no trato respiratorio superior de cdes.

Palavras-chave: Microbiologia veterinaria. Aspergilose pulmonar. Caes.



ABSTRACT

Fungal pneumonia is a deeply lung infection caused by fungal agents of the genus
Aspergillus, including A. fumigatus, A. niger, A. flavus and A. terreus. They are found
most commonly in decaying organic matter. Their fungal propagules are present in dust
and air, which favors the inhalation, the main entrance of the agent in the body. They
produce large amounts of conidia with less than 8 u, so that, when inhaled, reaching the
pulmonary bed. It is the considered the most common kind genus on our planet and A.
fumigatus is the most often reported species in tissue invasion. In animals and humans,
a healthy immune and respiratory systems is sufficient to remove the seedlings of the
airways, preventing colonization. Diseases and immunosuppressive drugs have been
described as predisposing factors of pulmonary fungal infection, considered
opportunistic. It is considered rare in dogs. Clinical symptoms are varied, but a
persistent cough and no cessation of symptoms with the use of antimicrobials are data
for suspected fungal pneumonia. In the radiological examination of the lungs, several
images have been described, and the most described is a generalized miliary nodular
interstitial pattern, but it is not a pathognomonic image. This work aimed to verify the
occurrence of pulmonary aspergillosis in dogs with respiratory symptoms examined at
the Veterinary Clinical Hospital of Federal University of Rio Grande do Sul (HCV-
UFRGS), located in Porto Alegre city, in Brasil. The sampling was composed of 46
dogs in which biopsy was performed by fine needle aspiration (FNAC) in both lungs,
blood sampling and radiological examination of the chest. The material obtained from a
puncture was homogenized with Sabouraud dextrose liquid. Part of this homogenate
was seeded on malt agar for Aspergillus spp. and taken directly on slides and stained
with “Grocott”. The other party was seeded in various culture media to bacteriological
examination. The material obtained in another puncture was performed
cytopathological examination with “Pandtico” coloring. Serum obtained from blood
collected was performed for serology to A. fumigatus, A. flavus and A. niger. The results
of mycological examination, cytology, bacteriology and serology examinations were
negative for all samples tested. In the absence of positive tests, it was not possible to
correlate fungal pneumonia with radiological images obtained from the lungs of the 46
dogs radiographed. Most dogs live in open areas in contact with organic matter where

the fungus is usually found. Tests to detect fungi should be analyzed with caution,



because a positive result in a single test does not confirm the presence of infection,

since the agent can be present normally in the upper respiratory tract of dogs.

Key-words: Veterinary microbiology. Pulmonary aspergillosis. Dogs.
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1 INTRODUCAO

A pneumonia micdtica € uma infec¢do causada por diversos agentes fungicos.
Pode ocorrer no intersticio pulmonar ou tecido peribrénquico do pulmao.

Comumente tendo como porta de entrada o trato respiratorio, os fungos podem
se disseminar via linfatica e/ou hematdgena e causar infec¢des sist€micas, atingindo
vdrios 6rgaos e sistemas. O tamanho dos propédgulos flingicos favorece sua entrada pelo
trato respiratério, podendo atingir o leito alveolar, porém, um organismo em perfeitas
condicdes imunolédgicas tende facilmente a eliminar estes propdgulos, anulando assim
seu potencial patogénico.

As pneumonias flingicas t€m como sintoma mais comum a tosse persistente e
irresponsivas aos tratamentos convencionais.

O Hospital de Clinicas Veterinarias da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (HCV-UFRGS) atende um grande niimero de cdes com sintomatologia respiratoria,
com as mais diversas etiologias, como por exemplo doencas infecto-contagiosas,
oncoldgicas e cardioldgicas. Em doengas-infecciosas, a maioria dos casos tem origem
viral, das quais a cinomose tem destaque no numero de pacientes acometidos e muitos
sdo atendidos ou hospitalizados durante a fase respiratéria da doenca. Nos casos
oncolégicos e cardiolégicos, a tosse € um sintoma presente e por isso, estas t€m em seu
protocolo exames de raios X de térax, usados tanto para avaliacdo cardio-pulmonar
como verificacdo de metdstases pulmonares. Somado a estes, a clinica geral também
atende cdes com sintomatologia respiratdria inespecifica. Embora os gatos sejam menos
suscetiveis, eles ndo sdo imunes as pneumopatias fingicas.

Em todas as situacdes acima mencionadas, o exame especifico para micoses
pulmonares € realizado somente nos animais refratdrios aos tratamentos convencionais
das afecgdes respiratérias mais comuns, quando todas as outras possibilidades
diagnoésticas foram infrutiferas e as alteracdes radioldgicas pulmonares se mantém.

Mesmo assim, a pesquisa é realizada de forma rara.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Estabelecer a ocorréncia de aspergilose pulmonar em caes com sintomatologia

respiratéria, atendidos nos HCV-UFRGS no periodo de mar¢o/2010 a dezembro/2011.

2.2. Objetivos especificos

- Fazer um levantamento da presenca de aspergilose pulmonar em cdes com
sintomatologia respiratéria atendidos no HCV-UFRGS;

- analisar as imagens radioldgicas pulmonares destes pacientes, visando a
possibilidade de determinar sinais-padrdes nos casos de positividade de aspergilose
pulmonar;

- analisar a concordancia dos resultados dos exames de microscopia direta para
fungo, cultura, citopatologia pela coloracio de Pandtico e soromicologia por

imunodifusdo radial dupla.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Género Aspergillus

As espécies do gé€nero Aspergillus estdo classificadas no Filo Deuteromycota
(Fungi imperfecti). Sdo aerdbios, cosmopolitas e se desenvolvem mais frequentemente
na vegetacdo em decomposicdo e em solos ricos em matéria organica (DAVEY, 2003;
LOPES et al., 2004). Estao amplamente distribuidas entre os fungos filamentosos
saprébios e, embora se conheca mais de 190 espécies, somente um ndmero limitado
delas tem sido implicado em infec¢des oportunisticas em animais e humanos. Sdo
termotolerantes e este género é considerado o mais comum em nosso planeta (LEVITZ,
1989; LOPES et al., 2004).

Sdo encontrados em todas as latitudes e altitudes e durante todas as estacdes do
ano. Mantém-se por longos periodos e em ambientes secos, podem ser vidveis por
meses (LEVITZ, 1989). Possuem micélio com hifas hialinas septadas, variando de 3 a
12 um e algumas espécies produzem grande quantidade de pequenos propagulos com
menos de 8 u (LOPES et al., 2004).

Estes propagulos flngicos estdo presentes na poeira € no ar e por ele se
propagam, o que favorece a inalacdo, podendo estar presente no trato respiratrio
superior de cées sadios (QUINN, 2005; WOLF; TROY, 1997; BENITAH, 2006). Sao
inalados habitualmente pela maioria das pessoas e animais, porém, na maioria dos
mamiferos sauddveis, a fagocitose e a mecénica do trato respiratério inferior sdo
suficientes para eliminar os conidios e evitar sua colonizagdo (LOPES er al., 2004;
WOLF; TROY, 1997).

De acordo com Lopes et al. (2004), varias espécies do género Aspergillus, o qual
validado pelo botadnico florentino Micheli, em 1792 ji foram isoladas de infec¢des
disseminadas em cdaes, incluindo A. fumigatus, A. niger, A flavus, A. terreus, A.
deflectus, e A. nidulans (MULLANEY; LEVIN; INDRIERI, 1983; SOUTHARD, 1987;
KERL, 2003; BRUCHIM, ELAD; KLAINBART, 2006). Destas, o A. fumigatus é a
espécie mais frequentemente envolvida em invasdo tecidual, principalmente no trato

respiratério superior (DAVEY, 2003; QUINN, 2005).
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3.2 Aspergilose pulmonar

Aspergilose € a designagdo de um grupo de doengas de seres humanos e animais
causadas por espécies termotolerantes de fungos do género Aspergillus (LEVITZ,
1989).

A aspergilose pulmonar é uma doenca grave, que se caracteriza pela invasdo da
vasculatura pulmonar pelo Aspergillus spp, provocando hemorragias localizadas e dreas
de infarto (LOPES et al., 2004). Tem sido mais frequentemente descrita em humanos
com imunocomprometimento, desencadeado tanto por terapia (causa iatrogé€nica) com
drogas imunossupressoras, principalmente em transplantados, portadores de cancer em
quimioterapia e corticoterapia prolongada, bem como por outros fatores também
imunossupressores como a infec¢do pelo virus HIV e leucemia em aplasia (RIPPON,
1982; WOLF; TROY, 1997; SIDRIM; MOREIRA, 1999). Neste tipo de paciente, a
aspergilose pulmonar € descrita como a doencga fiingica de maior mortalidade, chegando
a 100% (LOPES et al., 2004). Colaboram com estes fatores predisponentes a exposi¢io
a altas concentracdes infectantes de conidios em espacgos confinados (QUINN, 2005).

Em cédes, foram descritas trés formas de infec¢do: nasal, disseminada e
exclusivamente pulmonar, sendo esta dltima considerada rara (MOORE; HANNA,
1995; GARCIA; BLANCO, 2000; KROHNE, 2000; BRUCHIM, ELAD;
KLAINBART, 2006).

E causada pela aspiracdo de conidios, que por serem pequenos, podem se
instalar no do trato respiratdrio superior e nas porcdes terminais da drvore bronquica
(AMITANI et al., 1995; LOPES; NORONHA; MAFORT, 2010).

E a doenca fiingica mais comum em cies com alteracdes clinicas rinosinusais
(WOLF; TROY, 1997; BENITAH, 2006). Conforme Adamama-Moraitou et al. (2011),
nos animais com aspergilose nasal, ndo ha associagdo consistente com estado especifico
de imunodeficiéncia, porém, os cdes das racas dolicocefdlicas imunodeficientes sdo os
mais predispostos a contrair esta forma da doenca (WOLF; TROY, 1997).

Os exames de secre¢des nasais devem ser analisados com cautela, pois a simples
presenca de Aspergillus nestas amostras pode dever-se apenas a colonizacdo da via
aérea (LOPES et al., 2004; LOPES; NORONHA; MAFORT, 2010).

Ferreira (2008, p.45) relata que em um estudo realizado no Hospital de Clinicas
Veterindrias do Rio Grande do Sul, em 83 cf@es com descarga nasal, nio houve

concordancia entre os resultados positivos de cultura fingica e os resultados de
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sorologia positiva, haja vista que “dos 83 animais examinados, 9 (10,8%) tiveram A.
fumigatus isolados em cultura e, destes 9 cdes, somente 2 (22,2%) apresentaram
resultados positivos no exame soroldgico”.

Alguns estudos vém sendo realizados sobre os diversos fatores de viruléncia do
A. fumigatus, visando a maior compreensdo da patogenicidade deste agente,
principalmente em pacientes imunodeprimidos (KUPFAHL et al., 2008). Ha evidéncias
de que fragmentos de fibrinogénio se unem a seus conidios, aparentemente especifico
para aspergilos com potencial patogénico (ANNAIX et al., 1992).

Poonacha e Smith, (1976) descreveram o caso de um cao com cinomose e
doenca de Tyzzer que desenvolveu aspergilose broncopulmonar concomitantemente.

O estudo de Watt et al. (1995) sugere que os cées da raca Pastor Alemio sdo
predispostos a infecgdes micdticas oportunisticas por uma possivel inabilidade de
resposta de defesa por algum defeito imunolégico especifico. Este defeito, primario ou
secunddrio, ndo causaria sinais clinicos até existir uma combinacio entre estes e outros
fatores. Porém, esta possibilidade necessita de maiores estudos. Um aparente defeito na
produgdo de IgA foi demonstrada nesta raga, em animais com micoses disseminadas e
outras afeccdes cronicas (DAY; PENHALE, 1991). Guerin, Walker e Kelly (1993),
relatam que de 21 casos de micoses invasivas reportados em cdes entre 1975 e 1987, 18
foram em cées da raca Pastor Alemdo, porém ressalta que ndo existe nenhum dado na
histéria da raca que suporte esta especulacdo. A. ferreus foi citado como causa de
infec¢do flingica disseminada particularmente em fémeas jovens desta raca (WOOD et

al., 1978; KABAY et al., 1985).

3.3 Bola fiingica por Aspergillus

E outra das doencas pulmonares causadas por Aspergillus, que se caracteriza
pela colonizag@o de cavidades pulmonares ou ectasias bronquicas pelo fungo, ocorrendo
em 10 a 15% dos pacientes com doenca pulmonar cavitiria (GREENBERG et al.,
2002). Em humanos, em um estudo com 544 pacientes com cavidades pulmonares
secunddrias a tuberculose, 11% tinham evidéncia radiolégica da doenga (SOUBANI;
CHANDRASEKAR, 2002).

E constituido por uma massa fridvel, de superficie irregular formada por hifas

aspergilares, sangue, restos celulares e tecido de granulagdo. Sdo causados pelo A.

Jumigatus em 90% dos casos em humanos, embora também possa ter outras espécies
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envolvidas no processo, como o A. niger (LOPES et al., 2004). E considerado
assintomadtico e se caracteriza por uma colonizacdo saprobica e pobre invasio tecidual
(ITO et al., 2011).

Ito et al. (2011), descreveram o primeiro caso de bola fingica em um co da raga
Border Collie. A cultura de uma amostra de tecido biopsiado do pulmio revelou A.
fumigatus. Porém, neste caso, ndo houve correlagdo com problemas anteriores, restando
sua causa desconhecida.

Guerin, Walker e Kelly (1993), reportam um caso de micose cavitdria pulmonar
em um cdo da raga Pastor Alemdo, cuja histologia do pulmao revelou extensa necrose,
cavitagdo e lesdo vascular cronica. O exame também identificou Aspegillus como

agente, ndo especificando a espécie.

3.4 Sinais clinicos

O acomentimento pulmonar é secundério a inalacdo dos conidios do fungo e sua
subsequente proliferacdo nos tecidos, levando a uma variedade de sindromes clinicas
(SOUBANI; CHANDRASEKAR, 2002).

Os sinais inespecificos sdo os mais comuns sdo letargia, anorexia, depressdo,
perda de peso, febre e sintomas musculo-esqueléticos ( WOLF; TROY, 1997;
GARCIA; BLANCO, 2000; KIM et al., 2003). De acordo com Quinn (2005),
linfoadenopatia, erosdes cutaneas, tumefacdes, sintomas gastroentéricos, incontinéncia
urindria e convulsdes sdo sinais menos frequentes, mas ndo devem ser desprezados.

Especificamente no caso de acometimento pulmonar, associa-se a estes sintomas
a tosse persistente (GARCIA; BLANCO, 2000; KIM et al., 2003). A supressdo da tosse
pode levar a quadros de pneumonia com hemoptise (SOUTHARD, 1987; ITO et al.,
2011).

Guerin, Walker e Kelly (1993), descrevem um caso de micose cavitdria
pulmonar que, concomitante aos sintomas mais comuns, apresentava também episddios

de ptialismo e dispnéia expiratdria.
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3.5 Imagem radiolédgica toracica

Na pneumonia micdtica visibiliza-se um padrdo intersticial nodular miliar
generalizado com dreas focais de consolida¢do. Linfoadenopatia peri hilar pode estar
presente ( WOLF; TROY, 1997; GARCIA; BLANCO, 2000).

Em um cdo com aspergilose pulmonar, Southard (1987) relata imagem para
pneumonia lobar em lobos craniais e mediais, com broncogramas aéreos em distribuicao
ventral (padrdo alveolar), sugerindo pneumonia por aspiragdo ou por supressio da tosse,
e campos pulmonares com infiltrados peribronquiais (padrdo bronquial). Esta imagem
ndo se alterou em exame controle realizado com dois meses de intervalo.

Guerin, Walker e Kelly (1993) descrevem um cio da raga Pastor Alemdo com
micose cavitdria pulmonar, revelando imagem de padrdo intersticial, alveologramas e
broncogramas difusos em campos pulmonares (padrdo misto) e consolidagdo de pulmio
esquerdo.1

Massas também podem estar presentes em casos de bola fungica (ITO et al.,
2011). Lopes et al. (2004, p. 41), classificam a imagem radioldgica do bola fingica em
humanos como quase “inconfundivel, caracterizada por uma imagem cavitdria
hipertransparente envolvendo formacdo densa nodular hipotransparente, localizada
principalmente nos lobos superiores, conhecido como sinal da meia-lua”. Em alguns
casos a massa aspergilar pode sofrer calcificacdo. Também em humanos com
aspergilose pulmonar, o A. niger isolado produziu cristais de oxalato de calcio nos

tecidos pulmonares (KNOW-CHUNG; BENNETT, 1992).
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4 MECANISMOS DE DEFESA DO SISTEMA RESPIRATORIO

Nos individuos normais e higidos, a drvore bronquica abaixo da carina € isenta
de microorganismos, ao contrario das vias aéreas superiores, onde habitualmente vivem
microorganismos saprobicos e patogénicos (LOPES et al., 2010). Para evitar que estes
agentes progridam em direcdo aos pulmdes, o aparelho respiratério dispde de
mecanismos de defesa que podem ser divididos em dois: o mecénico e o imunolégico.
Ambos tentam impedir que um eventual patégeno alcance o leito alveolar. Em
humanos, a superficie alveolar tem cerca de 70 a 80m?, o que o expde a constantes
agressoes. Esta dimensdo € positiva para a difusio e absorcio de gases, porém, torna o
pulméo particularmente suscetivel a infec¢do. Existe ainda um recurso final que € a
formacdo do granuloma. Porém, o mecanismo sobre o que ocorre na intimidade dos

tecidos ainda é bastante limitado (FISCHER; WIDDICOMBE, 2006).

4.1 Barreira mecanica

A barreira mecénica tenta impedir o avango de particulas danosas e também age
no sentido de sua expulsdo, através da tosse e espirros, empurrando progressivamente,
no sentido da faringe, estas particulas previamente presas ou contidas em seu avango
pelos corpos ciliares, na filtracdo aerodindmica e transporte mucociliar.

Os cilios das narinas, somado ao turbilhonamento aéreo é o primeiro mecanismo
de prote¢do do aparelho respiratério, seguidos do fechamento da glote. Na continuidade
do trajeto do aparelho respiratdrio, os bronquios fazem uma segmentacido progressiva.
As variagdes do comprimento bronquico durante os movimentos respiratérios parecem
auxiliar na propulsdo das secrecdes na direcdo do hilo pulmonar. Também nos
bronquios, aparece um tipo especial de células — células de Clara -, as quais sdo
atribuidas as funcdes principais de producdo de surfactantes dos bronquiolos e a
inativac@o de xenobidticos (CAPELOZZI, 2007).

Cerca de 90% das particulas entre 5 e 10 pu de didmetro ficam retidas em algum
ponto do trajeto respiratorio, nos bronquios de grosso calibre. Porém, as particulas
menores que 5 u podem escapar destas barreiras e serem depositadas nos espagos aéreos
ou deixar as vias aéreas pela expiragdo. A gravidade e os movimentos brownianos
podem concorrer para sua deposi¢cdo. Como as bactérias t€m em sua maioria no maximo

5 p (LOPES; NORONHA; MAFORT, 2010) e especificamente os esporos de
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Aspegillus tem até 8 p, fica explicado porque elas podem atingir a intimidade do espago
respiratério (QUINN, 2005).

O revestimento mucoso que recobre as vias aéreas acoplado com as células
ciliadas constitui o aparelho mucociliar, que juntos promovem a propulsdo do muco em
dire¢do a faringe. A diminuicdo ou o cessar de seu funcionamento promove a ndo
expulsdo de material lesivo aos pulmdes, elevando a probabilidade de infeccdes. Em seu
pleno funcionamento, cerca de 90% do material depositado sobre a mucosa do trato

respiratorio inferior pode ser eliminada (LOPES; NORONHA; MAFORT, 2010).

4.2 Barreira imunolégica

Age no mesmo sentido da mecanica, ou seja, tentando impedir a chegada de
agentes ao pulmao, porém, é uma reagdo organica que age de forma imediata nas vias
aéreas e também retarda ao maximo alguma reacdo inflamatéria que possa danificar as
partes mais nobres do 6rgdo (MOREIRA; ANDRADE, 2008). Pode ser natural ou
adquirida, sendo que a segunda proporciona uma resposta mais sustentada e mais
eficiente (MOREIRA; ANDRADE, 2008).

Os principais componentes da imunidade natural, ou inata, s@o as células
fagociticas (neutréfilos e macrofagos), as células NK (natural killer) e as células
dentriticas (ABRAHAM; AROCK, 1998). E um sistema de reacdo imediata, ou seja,
consegue discernir e identificar estruturas estranhas ao organismo e atacé-las
imediatamente. Reage apenas contra microorganismos e responde, essencialmente, da
mesma maneira a sucessivas infecgdes.

A imunidade adquirida é mais forte que a inata por vdrias razdes, incluindo a
expansdo da amostragem de linfocitos antigeno-especifico e sua diferenciag¢do. Induz as
células de memoria a protecdo do individuo de infec¢des subseqiientes e as células
efetoras a eliminac¢do dos microorganismos. Além disso, tem a capacidade de distinguir
os diferentes patégenos e moléculas, incluindo até mesmo aqueles semelhantes, sendo
por isso também chamada de imunidade especifica (LOPES; NORONHA; MAFORT,

2010). Podem gerar dois tipos de resposta: celular e humoral.

4.3 Formacao de granuloma

23



Pode ocorrer quando os dois mecanismos ja citados ndo sdo suficientemente
eficazes para a anulagdo do agressor. Este mecanismo de formacg@o de granuloma age no
sentido de cercar o processo inflamatério em andamento, permanecendo o material

insoludvel depositado nos tecidos (HUNNINGHAKE et al., 1984).
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5 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos realizados para obtencdo de material e métodos de
diagnéstico estavam classificados em grau de severidade leve, segundo o Guia de

Severidade dos Procedimentos Cientificos do CEUA-UFRGS.

5.1. Amostragem — critério de inclusiao

A amostra de conveniéncia foi composta por 46 cdes atendidos no Hospital de
Clinicas Veterindrias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (HCV-UFRGYS),
no periodo de margo de 2010 a dezembro de 2011 que apresentavam alteracdo
respiratdria, quer seja como foco da queixa do proprietdrio, alteragdo percebida ou
diagnosticada pelo médico veterindrio responsidvel no momento da consulta ou em
exames controles de animais em tratamento. Incluem-se nesta amostragem, caes
atendidos nos setores de clinica geral, cardiologia, oncologia e doengas infecciosas € o
procedimento para obtencdo de materiais de cada individuo sé era coletado mediante

solicitacdo do médico veterinario responsavel pelo caso.

5.2 Metodologia de trabalho

5.2.1 Obtencido dos dados

Os animais foram identificados e o proprietério entrevistado para coleta de dados
sobre proveniéncia, local de convivio (pétio, rua, apartamento), doengas prévias,
tratamentos e animais contactantes.

O médico veterindrio responsdvel pelo caso informava sobre sintomatologia
atual, hipétese diagndstica, bem como tratamento em andamento.

Todos estes dados eram anotados em uma ficha especifica do estudo (anexo 1).
Neste mesmo momento, o proprietdrio era convidado a participar do estudo e em caso
de concordancia assinava um termo de ciéncia e consentimento de participagdo no
projeto (anexo 2). No termo também constava que todos os resultados estariam a
disposi¢do do médico veterindrio responsdvel pelo caso, bem como do proprietario, caso

este desejasse copia do mesmo.
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5.2.2 Obtencao do material

5.2.2.1 Biopsia por Aspiracdo com Agulha Fina (BAAF)

O material pulmonar foi colhido através de BAAF em ambos os pulmdes. A
primeira amostra da BAAF foi corada pelo método Panético Rdpido para exame
citopatoldgico. A segunda amostra foi homogeneizada em Sabouraud Dextrose liquido
enviada para exame microscopico direto para detec¢do de estruturas fungicas (hifas),
coloracdo de Grocott, cultura para fungos e exame bacterioldgico.

Os animais ndo foram sedados pois pacientes sedados ndo conseguem expelir as
secrecdes respiratérias ou hemorragias endobronquiais que podem resultar de um
procedimento de bidpsia aspirativa pulmonar. A sedacdo s6 ocorria nos casos em que o
quadro clinico assim exigisse, mas este era um procedimento decidido e realizado pelo
clinico.

As agulhas tinham comprimento e espessura indicados para atingir e coletar
tecido bronco-pulmonar, o que dependia do tamanho e estado fisico do animal e estas
eram conectadas a seringas de 10 ou 20 ml, segundo o mesmo critério.

O animal era contido manualmente, sendo que permanecia na posi¢do de maior
conforto, dependendo do grau de dificuldade respiratéria, podendo variar desde posicéo
em estacdo até o decubito, lateral ou esternal. De acordo com a técnica de Roudebush,
(1981) e Silverstein e Dobratz, (2005), o focinho do cdo era mantido fechado durante o
procedimento para evitar o movimento pulmonar e estimular sua expansao, facilitando a
penetracdo da agulha no tecido pulmonar (comunicacdo pessoall). Apods anti-sepsia
local, a agulha era introduzida nos espacos intervertebrais, entre a 7° e 9° costelas e,
dorsalmente a 2/3 da ligacdo entre a juncdo costo-condral e os corpos vertebrais. Este
local de puncdo € indicado no caso de lesdo generalizada ou difusa. Quando a alteracdo
era em topografia especifica (lesdo radioldgica localizada) e no caso de lesdo ou nédulo

junto a parede tordcica, fazia-se uso da pungdo guiada por ultrassonografia.

' Rosemari T. de Oliveira - Professora de Patologia Veterinaria da Faculdade de Veterinaria -
UFRGS
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Figura 1 — Demonstragdo do local a ser puncionado (entre a 7* e 9* costelas,

dorsalmente a 2/3 da ligac@o entre a jungdo costo-condral)

Fonte: préprio autor

Em todas as puncdes, a agulha foi inserida cranialmente & costela para evitar os
vasos e nervos das bordas caudais. Eram feitos movimentos para frente e para trds com
a agulha enquanto se procedia a pressdo negativa com o émbolo da seringa. Liberava-se
a pressdo da seringa e retirava-se a agulha do térax (ROUDEBUSH, 1981;
SILVERSTEIN; DOBRATZ, 2005).
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Figuras 2 e 3 — Agulha introduzida no pulmdo, na topografia indicada (entre a 7* ¢ 9*

costelas, dorsalmente a 2/3 da ligacdo entre a jungdo costo-condral),

realizando pressdo negatica no émbolo.

Fonte: préprio autor
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A agulha era entdo desconectada da seringa que era preenchida por ar e entio
reconectada, e o material do corpo da agulha era expelido em uma ldmina ou meio de
cultura para andlise citolégica, microscopica direta ou cultura.

Foram realizadas BAAF em ambos os pulmdes.

5.2.2.2 Obtengao do sangue

As amostras de sangue foram obtidas por puncdo das veias cefélica ou jugular,
na quantidade de 3 a 5 ml, identificadas e acondicionadas em tubos de ensaio com
anticoagulante. Apés, foram centrifugadas 3.000 r.p.m. por 10 minutos. O sobrenadante
(soro) de cada amostra foi armazenado em tubo (Eppendorf®) estéril e congelado a
temperatura de -20°C até a realizacdo do exame soromicoldgico, que foi realizado no
Laboratério de Micologia da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre.

A escolha do vaso a ser puncionado dependia do tamanho, estado clinico e

temperamento do animal.

Figura 4 — Tubo de ensaio com sangue e soro separados apés centrifugacio

Fonte: préprio autor
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5.3 Métodos de diagnostico

5.3.1 Radiografia de torax

Foi realizado exame radioldgico de térax, em duas incidéncias: latero-lateral e
ventro-dorsal.

Na incidéncia latero-lateral o animal era posicionado na mesa de raios X em
decubito lateral direito ou esquerdo, dependendo do grau de gravidade de sua alteracdo
respiratdria, visando sempre o conforto do mesmo. O térax deveria estar todo incluido
na radiografia, com os membros toricicos tracionados cranialmente, tentando manter as
articulacdes costo-condrais direitas e esquerdas na mesma altura e, preferencialmente,
na fase inspiratdria da respiracao.

A incidéncia ventro-dorsal (com o cdo posicionado em dectbito dorsal) poderia,
dependendo também do grau de gravidade da alteracdo respiratéria, ser substituido pela
incidéncia dorso-ventral (o cdo posicionado em dectbito esternal). Da mesma maneira
que na incidéncia latero-lateral, o térax deveria estar todo incluido na radiografia, os
membros tordcicos tracionados cranialmente e deveria haver o maximo de sobreposicdo
das esternébras em relacdo a coluna vertebral e também, preferencialmente, na fase
inspiratdria da respiracao.

Fazia-se entdo a avaliagdo quanto a alteracdo de densidade dos campos
pulmonares e tipo de lesdo, caracterizando as imagens conforme a seguinte

classificagio:

a) Padrio alveolar: este padrdo revela alvéolos cheios de fluidos, debris
celulares, com infiltragdes neopldsicas ou colapsados. O aspecto
radiografico mostra um pulmao enevoado (branco) em dreas com aumento
de densidade (radiopacidade) que tendem a se unir, broncogramas aéreos,
consolidacdo pulmonar e ainda podendo se visibilizar as fissuras

interlobares, dependendo da extensdo da lesdo (figura 6);

b) Padrio intersticial: o intersticio pulmonar € o tecido que suporta e envolve
vasos sanguineos, linfaticos, bronquios e alvéolos, e estd evidente na

radiografia quando neste ha actimulo de liquidos ou material celular. O
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aspecto radiografico mostra imagem reticular, tipo “favos de mel”, com
diminuicdo generalizada do contraste dos campos pulmonares e diminuicéo
da visibilizacdo dos vasos e silhueta cardiaca. Pode ainda mostrar imagens
nodulares que, dependendo do seu tamanho se classificam em: miliares,
quando tiverem de 0,3 a 0,5cm; nédulos, quando tiverem entre 0,5 e 3,0cm,
e massas quando tiverem mais de 3,0cm. Imagens nodulares que medem
menos que 0,3cm ndo estdo dentro da classificagdo de nddulos, pois podem
ser simplesmente zonas hemorrdgicas ou infiltragdes pulmonares
concentradas. As imagens nodulares podem ser unicas ou multiplas (figuras

6,7,8¢9);

¢) Padrdo bronquico ou bronquial: ocorre quando existe alteracdo na espessura e
densidade da parede bronquial, o que pode provocar alteragdes do didmetro
do seu limen. No aspecto radiografico visibiliza-se a drvore bronquica mais
evidente, podendo haver aspecto de calcificagdo das paredes dos bronquios,

aumento ou diminui¢do do Iimen bronquial (figura 11);

d) Padrio misto: quando € identificado mais de um padrio na mesma
radiografia, com uma inter-relacdo entre vdrias estruturas. E o padrio mais

comumente encontrado (figura 12);

e) Efusdo pleural: € a presenga de contetddo liquido no espaco pleural, que € a
membrana que envolve pulmao e lobos pulmonares. Pode ser visibilizada na
radiografia a partir do volume de 50 ml em cédes pequenos e 100 ml em cées
grandes. O liquido que se acumula no espago pleural pode ser constituido por
pus (piotdrax), sangue (hemotdrax) ou linfa (quilotérax). Estas diferenciacdes
especificas ndo podem ser visibilizadas no exame radioldgico. No aspecto
radiografico visibiliza-se as incisuras interlobulares do pulmao, aumento da
radiopacidade da porcao ventral da cavidade tordcica na incidéncia latero-
lateral, e retracdo dos lobos pulmonares (afastamento do pulmao em relagéo a
parede tordcica). A imagem do acimulo de liquido pleural apresenta
densidade agua e aspecto homogéneo entre a parede tordcica e margens

pulmonares (figuras 13 e 14).



Na classificagdo de efusdo pleural ainda encontra-se o hidrotérax, que ¢é
preenchimento total ou quase total de toda a cavidade toracica , quando na imagem
radiogrifica ndo se distingue nenhuma ou quase nenhuma estrutura visceral da
cavidade, ficando este com um aspecto totalmente homogéneo de densidade dgua.

As formacdes de massas (aspecto nodular) e actimulo de liquidos podem ainda
ocorrer no mediastino, que é formado pela reflexdo da pleura parietal do hemitdérax
direito e esquerdo (URTADO, 2011).

Discute-se ainda se o mediastino em cdes € completo ou incompleto, porém,

esta caracteristica parece ser individual (comunicacio pessoalz).

5.3.2 Exame citopatoldgico

Da primeira amostra da BAAF de cada coleta foi realizado um esfregaco em

lamina e corado pelo método Panético Réapido para exame citopatolégico.

5.3.3 Exame micolégico

As amostras coletadas por BAAF foram processadas no Laboratério do Setor de
Micologia da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Cada amostra foi homogeneizada com caldo Sabouraud Dextrose sem
adi¢do de antimicrobianos e semeada em 4dgar Malte acrescido de Cloranfenicol (25-
27°C/7 dias) para o isolamento de Aspergillus spp.

Os isolados foram repicados em dgar Czapeck-Dox (25°C/7 dias) para
identificacdo macroscopica da espécie isolada.

Foi realizada a microscopia direta e com coloracdo de Grocott de cada isolado
para identificac@o da espécie de Aspergillus. Foram observados o arranjo dos conidios e

o formato da vesicula (cabega) aspergilar.

% Dra. Marianne Lamberts, Médica Veterindria Técnica do HCV-UFRGS - Servigo de Cirurgia
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5.3.4 Exame soromicolégico

5.3.4.1 Reagdo de imunodifusdo radial dupla para anticorpos anti-Aspergillus spp

E um exame que se realiza a partir das reacdes antigenos-anticorpos dos fungos.
Utilizou-se anticorpos e antigenos da Immuno Mycologics, Inc (IMMY, Norman, OK
73071 U.S.A, A. fumigatus antigeno-A70110, A. fumigatus controle-A80110, A.
Sflavus antigeno-A9011, A. flavus controle-AAO0110, A. niger antigeno-ADO110, A.
niger controle-AE0110). O teste de imunoprecipitacdo visa deteccdo de anticorpos
produzidos pelos hospedeiro apds o contato com a fonte de infec¢gdo. Em uma lamina é
distribuido um meio fenolizado onde sdo feitos seis orificios circundantes e um central.
No orificio central é colocado o antigeno. No orificio superior e no inferior é colocado
controle positivo, e nos orificios laterais as amostras a serem testadas.

A interpretacdo dos resultados deve ser realizada através da leitura das linhas de
precipitacdo formada no teste. A negatividade do exame serd indicada pela auséncia da
linha, e positividade quando ha unido da linha precipitada entre o soro controle e a

amostra testada (ELLIS et al., 2007).

Figura 5 — Esquema de interpretacio de resultados de exame soromicolégico por reacio

de imunodifusdo radial dupla

o (2] 2
0, © 0/ @ —

o o ® o X
@ ® @ ® @ ®

® ® ®

Com Identidade Identidade Parcial Sem Identidade

1Antigeno
2.58oro Controle Positivo
2467 Amostras de Soro

Fonte: (ELLIS et al., 2007).

33



5.3.5 Exame bacterioldgico

As amostras coletadas foram acondicionadas em frascos estéreis e enviadas
para o Setor de Medicina Veterindria Preventiva para andlise bacteriolégica. Em
seguida, uma aliquota de 10 uL foi inoculada no 4gar Triptona de Soja (TSA, Oxoid)
suplementado com 5% de sangue de carneiro, incubados em temperatura de 35+2°C por
96 horas.

Paralelamente a este procedimento, o inoculo original foi transferido para o
Caldo Infusdao de Cérebro e Coracdo (Brain Heart Infusion - BHI, Oxoid),
permanecendo a uma temperatura de 35+£2°C por até cinco dias, visando aumentar o
poder de detec¢do de micro-organismos fastidiosos e recuperacdo de células lesadas.
Ap6s este periodo, uma aliquota de 10 uL do BHI foi transferida para dgar TSA
(Oxo0id), incubadas a 36£1°C por 24 horas, e novamente em TSA (Oxoid) suplementado
com 5% sangue de carneiro, por 96 horas, na mesma temperatura.

Amostras com crescimento bacteriano foram transferidas para Agar TSA
(Oxo0id) para isolamento e submetidas aos testes bioquimicos, de acordo MacFaddin

(2000) e Quinn et al. (2011).
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6 RESULTADOS

6.1 Exame micolégico

Naio se verificou a presenca de Aspergillus spp. no exame direto e por coloracio
de Grocott nas ldminas confeccionadas a partir das 46 amostras homogeneizadas com
Sabouraud Dextrose liquido sem adicdo de antimicrobianos.

Nio ocorreu o crescimento de Aspergillus spp. nas amostras semeadas em Agar

Malte acrescido de Cloranfenicol (25-27°C/7 dias).
6.2 Exame soromicologico

Nio ocorreu reagdo antigenos-anticorpos em nenhuma das 46 amostras de
aspirado pulmonar, confirmado pela ndo formagdo de linha de precipitacdo no teste de
reacdo de imunodifusdo radial dupla para anticorpos anti-Aspergillus spp.

6.3 Exame bacteriologico

Nado houve crescimento bacteriano nas amostras homogeneizadas com

Sabouraud Dextrose liquido em nenhum dos meios de cultura utilizados.

6.4 Exame citopatologico

Nao foram identificadas estruturas fingicas em nenhuma das 46 amostras
obtidas e coradas em ladmina pelo método Pandtico Réapido.

Na tabela 1 estdo descritos os diagndsticos citopatoldgicos encontrados nas
amostras analisadas.
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Tabela 1 — Diagnésticos citopatoldgios das amostras obtidas por BAAF do pulméio dos
cdes com sintomatologia respiratéria atendidos no HCV-UFRGS no periodo
de 2010-2011

N° de amostras

Porcentagem(%) Laudo citopatologico

6

6
5
4
4

D W W

1

13
12,7
10,8
8,7
8,7

6,5
6,5
4,3
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1
2,1

Inflamagao Cronica

Metédstases™

Efusdo Carcinomatosa

Pneumdcitos Normais

Material Insuficiente/Apenas
Sangue/Indefinido

Carcinoma

Bronquite Cronica

Transudato Modificado
Hemossiderose

Inflamagdo Catarral Cronica Granulomatosa
Doenga Pulmonar Crdnica Obstrutiva
Processo Inflamatério Sub-agudo
Edema com alguma Inflamacao
Macréfagos Reativos e Neutréfilos
Processo Inflamatério Agudo
Carcinoma de Glandula Ceruminosa
Sugestivo de Hemorragia

Inflamagdo Piogranulomatosa
Pneumonia

Sugestivo de Carcinoma Bronquiogé€nico

Congestao Cronica

Fonte: préprio autor

*neste item sdo inclusas metastases de carcinoma, osteossarcoma, carcinoma mamario,

adenocarcinoma e carcinoma tubo-papilifero

6.5 Raios X de torax/pulmoes

A Tabela 2 descreve as impressdes radioldgicas pulmonares obtidas nos exames

radiolégicos dos 46 cies amostrados neste estudo.
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Tabela 2 — Impressdes radioldgicas pulmonares obtidas dos cdes com sintomatologia

respiratéria atendidos
amostrados neste estudo

no HCV-UFRGS no periodo de 2010-2011

N° de amostras  Porcentagem

Impressao radiolégica

4 8,6
8 17,3
3 6.5
2 4,3
1 2,1
5 10,8
11 23,9
3 6.5
6 13,0
2 4,3

Aumento de radiodensidade em Campos
pulmonares em padrio alveolar (figura 6)
Aumento de radiodensidade em campos
pulmonares em padrdo intersticial

Aumento de radiodensidade em campos
pulmonares em padrio intersticial miliar (figura
10)

Aumento de radiodensidade em campos
pulmonares em padrio intersticial nodular
multiplo (figura 9)

Aumento de radiodensidade em campos
pulmonares em padrdo intersticial nodular dnico
(massa) (figuras 6 e 7)

Aumento de radiodensidade em campos
pulmonares em padrdo bronquial ou bronquico
(figura 11)

Aumento de radiodensidade em campos
pulmonares em padrdo misto (figura 12)

Efusdo Pleural (figuras 12 e 13)

Hidrotérax

Imagem de campos pulmonares dentro dos

padrdes radioldgicos de normalidade.

Fonte: préprio autor

Tendo em vista todas as amostrar terem resultados negativos para Aspergillus

spp., ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo das imagens de pulmdes obtidas nos

exames radioldgicos realizados nos 46 cies amostrados neste trabalho, com aspergilose

pulmonar.

As figuras de 6 a 14 mostram imagens obtidas nas radiografias de térax/pulmdes em

cdes incluidos no estudo e suas respectivas impressdes conforme classificagdo da tabela 2.
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Figura 6 — Radiografia de térax/pulmdes em incidéncia latero-lateral demonstrando

aumento de radiopacidade pulmonar em padrio alveolar (cdo amostra 31).

Fonte: préprio autor
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Figura 7 — Radiografia de térax/pulmdes em incidéncia latero-lateral demonstrando
aumento localizado de radiopacidade pulmonar em padrdo intersticial

nodular tnico (massa) (cdo amostra 19)

Fonte: préprio autor
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Figura 8 — Radiografia de térax/pulmdes em incidéncia ventro-dorsal demonstrando
aumento localizado de radiopacidade pulmonar em padrdo intersticial

nodular tnico (massa) (cdo amostra 19)

Fonte: préprio autor
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Figura 9 — Radiografia de térax/pulmdes em incidéncia latero-lateral demonstrando

aumento de radiopacidade pulmonar em padrio intersticial nodular

multiplo (n6dulos) (cdo amostra 34)

Fonte: préprio autor
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Figura 10 — Radiografia de térax/pulmdes em incidéncia latero-lateral demonstrando

aumento de radiopacidade pulmonar em padrido intersticial miliar (cdo

amostra 39)

Fonte: préprio autor
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Figura 11 — Radiografia de térax/pulmdes em incidéncia latero-lateral demonstrando

aumento de radiopacidade pulmonar em padrio bronquial (cdo amostra 20)

Fonte: préprio autor
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Figura 12 — Radiografia de térax/pulmdes em incidéncia latero-lateral demonstrando

aumento de radiopacidade pulmonar em padrido misto (cdo amostra 38)

Fonte: préprio autor
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Figura 13 — Radiografia de térax/pulmdes em incidéncia ventro-dorsal demonstrando

efusdo pleural (cdo amostra 28)

Fonte: préprio autor
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Figura 14 — Radiografia de térax/pulmdes em incidéncia latero-lateral demonstrando

efusdo pleural (cdo amostra 28)

Fonte: préprio autor

6.7 Perfil da amostra pesquisada

Os proprietarios dos 46 animais foram entrevistados a fim de ser tragado um
perfil do ambiente onde os cdes viviam. Destes, 34 (73.9%) em casas com patio, 5
(10.8%) vivam em apartamento, 5 (10.8%) eram animais errantes e 2 (4.3%) em zona
rural. Do total de 46 animais, 78,2% (36) eram fémeas e 21,8 (10) eram machos. Dentre
as fémeas, as racas da amostra eram 52.7% (19) Sem Racga Definida, 13.8% (5)
Rottweiller, 8,3% (3) Dachshund, 5,5% (2) Pug, , 2,7% (1) Beagle, 2,7% (1) Akita,
2.7% (1) Pincher, 2,7% (1) Fila Brasileiro, 2,7% (1) Cocker Spaniel Inglés, 2,7% (1)
Collie e 2,7% (1) Lhasa Apso.

Caes com idade entre 3 meses a 15 anos foram utilizados neste estudo e

divididos em 3 faixas etarias, assim distribuidos: 2 (5,5%) cdes com menos de 1 ano de
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idade, 9 (20,7%) entre 1 e 7 anos de idade, e 30 (65,1%) acima de 7 anos de idade. Dos
9 cadesentre 1 e 7 anos, 7 (77,7%) eram fémeas e 2 (22.3%) eram machos.

Em relacdo ao tamanho, os 46 cies foram distribuidos em pequenos, médios e
grandes, sendo que 8 fémeas e 3 machos se enquadravam na classificacdo de grande, 4
fémeas e 2 machos na classificacdo de médios e 4 fémeas na classificacdo de pequenos.

Do total de 46 caes, 22 (47,8%) ndo estavam sendo medicados, nem haviam
recebido tratamento recentemente, 22 (47,8%) estavam recebendo ou haviam recebido
recentemente tratamento com antimicrobianos, 1 (2,1%) estava sendo tratado com
antimicético e 1 (2,1%) estava em tratamento com corticosteroide.

A tosse apresentava-se como sintoma em 23 dos animas (50%).

A Figura 15 apresenta os dados referentes ao cruzamento das varidveis idade (3
grupos) e sexo, dos 46 caes utilizados nesta pesquisa, atendidos no HCV-UFRGS no

periodo de 2010 a 2011.

Figura 15 — Dados referentes ao cruzamento das varidveis idade (3 grupos) e sexo,
dos 46 cdes utilizados nesta pesquisa, atendidos no HCV-UFRGS no
periodo de 2010 a 2011

25+

20+

151 000-1 ano
M 1-7 anos
O+ 7 anos

Fémeas Machos

Fonte: préprio autor
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7 DISCUSSAO

Poucos casos de aspergilose pulmonar foram relatados em cdes e ndo existe um
estudo epidemioldgico especifico no Brasil. E considerada uma moléstia rara (MOORE;
HANNA, 1995; GARCIA e BLANCO, 2000; KROHNE, 2000; BRUCHIM et al.,
2006), o que corrobora o resultado obtido neste trabalho em que nenhuma das amostras
teve resultado positivo.

Wolf e Troy, (1997) relatam que fungos do género Aspergillus podem ser
facilmente visualizados com corantes histopatolégicos de rotina e com corantes
especiais para fungos. As coloragdes por Pandtico Répido e Grocott das laminas
confeccionadas a partir do material obtido também nao revelaram presenca de quaisquer
estruturas flngicas.

Segundo Lopes et al. (2004) e Lopes, Noronha e Mafort (2010), exames de
secrecOes nasais devem ser analisados com cautela, pois a presenca de Aspergillus spp.
no material pode ndo significar infec¢do, e sim a colonizacdo da via aérea. Ferreira
(2008) relata que pode ndo haver concordancia entre cultura fingica e soromicologia.
No presente trabalho foram realizados 3 exames para deteccdo e confirmacgio de
Aspergillus spp. no pulmido de cdes e todos resultaram negativos. Todas essas
referencias estdo de acordo com a metodologia deste trabalho em realizar varios exames
a fim confirmar a presencga de infec¢do fingica pulmonar por Aspergillus spp.

As duas técnicas mais relatadas de coleta de material pulmonar para pesquisa de
agentes flingicos sdo a BAAF e o lavado bronquico. A BAAF é um exame de rotina
realizado no HCV-UFRGS. Foi selecionada como método de colheita de material
pulmonar visando a seguranca do paciente. Como todos os animais obrigatoriamente
apresentavam problemas respiratdrios, o lavado traqueobrdnquico, além de exigir
sedacdo profunda, ainda implicaria introducdo de meio liquido no espago livre para
respiracdo do paciente, piorando sua condicdo respiratdria, e aumentando o risco de
asfixia, mesmo que momentinea. Roudebush, (1981) comenta que em casos de
alteracdo radioldgica pulmonar difusa talvez sejam necessdrias vdrias aspiragcdes
(BAAF) no intuito de aumentar as chances de se coletar o agente fingico. Neste estudo,
as aspiragcdes foram limitadas a duas, ou no méximo 4, o que pode ter colaborado com o
resultado negativo dos exames diretos em lamina.

Os animais incluidos neste estudo apresentavam sinais clinicos de alteracdo

respiratéria, sendo que destes, 50% apresentavam tosse como sintoma principal.
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Segundo Garcia e Blanco (2000) e Kim et al. (2003), a tosse persistente € um dos mais
evidentes sintomas da pneumonia flingica. A maioria das amostras obtidas neste
trabalho (36) eram provenientes de animais que tinham acesso livre ao meio ambiente
(73,9% em patio de casas e 4,3% em zona rural), e cinco (10,8%) eram errantes. O
ambiente onde viviam sugere os potenciais de exposi¢ado e situagdes de risco de contrair
a infec¢do, por estarem em contato com matéria organica, habitat dos fungos do género
Aspergillus (DAVEY, 2003; LOPES et al., 2004). Sendo assim, dos 46 animais, 89.1%
(41) estavam em maior contato com este material, portanto, com maior risco de
contaminagao.

As amostras deste estudo também foram obtidas durante todo o ano,
acompanhando a variacdo de umidade e temperatura. Segundo Levitz (1989), o género
Aspergillus pode ser encontrado durante todas as estacdes do ano, mantém—se por
longos periodos e em ambientes secos podem ser vidveis por meses.

A aspergilose pulmonar tem sido descrita mais frequentemente em humanos
com imunocomprometimento, que pode ser causada por drogas imunossupressoras
como glicocorticoides (RIPPON, 1982; WOLF; TROY, 1997). Das 46 amostras
obtidas, uma (2,1%) era de um animal em tratamento com glicocorticéide, e que
também resultou negativo em todos os exames.

O tratamento com antimic6tico também poderia ocasionar um resultado negativo
para Aspergillus spp. tanto em cultura, como exame direto e soromicologia. Entretanto
apenas um dos 46 cides (2,1%) estava sendo submetido a tratamento com antimic6tico
(itraconazol). Da mesma maneira, o tratamento com antimicrobianos poderia resultar
em negatividade do exame bacterioldgico, porém, 22 cées (47,8%) estavam recebendo
ou haviam sido submetidos a tratamento com antimicrobianos recentemente, o que pode
ter influenciado na auséncia de crescimento bacteriano nas amostras obtidas.

A populacdo testada neste estudo teve predomindnica de fémeas de ragas
grandes. A maioria dos casos relatados de aspergilose pulmonar é em cédes de racas
médias e grandes, com predominancia da raga Pastor Alemao. O estudo de Watt et al.
(1995), sugere que os cdes da raca Pastor Alemao sdo predispostos a infeccdes
micéticas oportunisticas. Neste estudo, ndo houve pacientes desta raca.

Os resultados deste estudo ndo excluem a possibilidade da existéncia da infec¢do
por Aspergillus spp., ja que grande parte populacdo canina analisada estd
constantemente exposta a esse risco por viverem em ambientes que favorecem o contato

com matéria organica.

49



8 CONCLUSAO

Neste trabalho, sob as condi¢des utilizadas:

I- ndo foi detectada ocorréncia de aspergilose pulmonar em cédes com
sintomatologia respiratdria atendidos no HCV-UFRGS no periodo de 2010-2011;

2- ndo foi possivel correlacionar as imagens radioldgicas pulmonares obtidas
destes cdes com a aspergilose pulmonar;

3- houve concordancia entre os exames de microscopia direta, cultura fingica,
citopatologia por coloracio de Panédtico Répido e Grocott e soromicologia por

imunodifusdo radial dupla.
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ANEXO A - Ficha de coleta de dados

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
HOSPITAL DE CLINICAS VETERINARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Ficha de coleta de dados

Data:

Amostra N° Ficha HCV:
Espécie:

Raca:

Sexo:
ldade:
Origem: (cidade, bairro) ( ) apartamento

()pétio  ()Errante
Contactantes ( )néo ( yaves ( )caes ( )gatos
Vacinas: ( )nao ()Polivalente ()Raiva  ()outras?

Ha quanto tempo?

Hipo6tese diagnostica:

Tratamento:
( )Ainda nao tratado

()Tratamento prévio (ja fez): ( )antimicrobiano ( )antifungico

( )Em tratamento: ( )antimicrobiano ( )antifungico

Resultado RX: ( )infiltrado :padrdo ( )bronquial ( )alveolar ( )intersticial
()misto

()efusao pleural/hidrotérax

()outros: ( )enfisema ( )pneumotdrax ( )colapso pulmonar/lobo
Resultados
Citopatologico:

Micolégico:
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ANEXO B - Termo de consentimento e esclarecimento
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
HOSPITAL DE CLINICAS VETERINARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS
TERMO DE CONSENTIMENTO E ESCLARECIMENTO
1. Autorizo a realizagdo de exames (bidpsia por aspiragdo com agulha
fina de pulmé&o, exame micolégico e bacteriolégico do material colhido) em

animal de minha propriedade, sem énus financeiro.

2. Estou ciente que os exames sdo pertinentes ao caso e que terei
acesso aos respectivos resultados.

3. Autorizo a publicacdo de dados referentes aos resultados no meio
cientifico, em congressos e revistas especializadas. A identidade do paciente e

do proprietario serdo preservados.

4. Estou ciente da possibilidade de efeitos adversos.

Proprietario:
Telefone:
Paciente:

Data:

Assinatura do proprietario



