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1. INTRODUCAO

A aspergilose é uma doencga infecciosa ndo contagiosa de carater
oportunista, causada pelo fungo Aspergillus spp. que acomete animais de todas
as espécies e tem distribuicdo mundial. Sua predisposicdo esta ligada a fatores
de imunossupresséo ou a fatores inerentes ao animal. A infecgdo por Aspergillus
spp. ocorre através da inalacdo dos conidios infectantes (STEVENS et al, 2001).

Os pinguins apresentam maior susceptibilidade aspergilose devida
aauséncia de epiglote, que facilita a passagem de particulas para o trato
respiratorio inferior, complementada pelo sistema mucociliar escasso, auséncia de
diafragma, resultando em auséncia do reflexo da tosse e presenca de sacos
aéreos, estruturas ricas em oxigénio e pouco vascularizadas (TELL, 2005)

Nos pinguins-de-Magalhdes (Spheniscus magellanicus) a doenca ocorre
em animais cativos ou naqueles que se encontram debilitados em centros de
recuperagdo, ja que se tornam mais suscetiveis devido a imunossupressado
causada pelo estresse associado a captura, manejo e/ou reabilitacdo (CUBAS,;
SILVA; CATAO, 2006). Nestes animais a manifestagdo dos sinais é
essencialmente respiratéria, ocorrendo de forma crénica, com manifestacéo tardia
dos sinais clinicos como dispneia, emaciacdo, letargia, anorexia e/ou
frequentemente morte subita. (XAVIER et al., 2008 a, b).

O diagnéstico da aspergilose é multivariado, sendo a técnica padrao ouro a
cultura fungica realizada através de amostras clinicas como sangue e lavado
traqueobrénquico, seguido doexame direto das culturas para avaliar a presenca
de fungos do género Aspergillus, (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Uma vez que animais em cativeiro para reabilitacdo, estdo sujeitos a
aspergilose e apresentam principalmente dispneia como unico sinal clinico,
amostras clinicas provenientes do trato respiratorio sdo ideais para identificar a
presenca do agente para diagnostico em um primeiro momento, em animais
imunossuprimidos, assim como em outras espécies (CABANA, 2013; XAVIER;
SEVERO, 2009).

Como complemento a utilizacdo do lavado traqueobrénquico como forma
de triagem em pinguins com suspeita de aspergilose, necessitamos ainda, da
confirmacédo histopatolégica e culturas positivas do espécime de material estéril
coletado (HERBRECHT et al., 2002).
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Com isso, o objetivo do nosso estudo foi demonstrar a ocorréncia de casos
de aspergilose através do isolamento de Aspergillus sp. em pinguins-de-
Magalhdes em cativeiro que apresentavam sinais clinicos respiratorios, como
dispnéia com a utilizagdo de lavado traqueobrénquico (LTB) como amostra
clinica.

2. METODOLOGIA

Entre os anos de 2009 a 2011 foram coletadas amostras através de lavado
traqueobronquico em 30 animais que se encontravam no Centro de Reabilitagdo
de Animais Marinhos (CRAM — FURG) para reabilitacao.

As colheitas de lavado traqueobrénquico foram feitas nos animais que
apresentaram os sinais clinicos respiratérios compativeis com aspergilose durante
o periodo de monitoramento e reabilitacdo, bem como naqueles que
apresentaram resultado positivo para a enfermidade nos testes soroldgicos
realizados com o sangue coletado destes animais, procedimentos estes, que
fazem parte do protocolo internacional de reabilitacdo de animais marinhos que o
CRAM representa.

Coletou-se material proveniente do trato respiratério de forma asseptica através
de sonda urindria rigida estéril (niumero 06) e seringa estéril de 05 ml preenchida com
agua destilada estéril (3 ml- até 1 ml/kg de PV animal). Ent3o instilou-se a agua destilada
estéril através da introducdo da sonda na traquéia do animal, tomando cuidado para
evitar lesdes a traquéia na sua bifurcacdo, e apds recuperou-se o fluido instilado sem
remover a sonda o mais rapido possivel, evitando assim possiveis contaminacdes e
desconforto ao animal.]

As amostras foram acondicionadas em frasco estéril e mantidas sob refrigeracdo a
4°C por até 24 horas ou congeladas a -202C até o envio para o processamento
laboratorial.

O processamento das amostras foi realizado junto ao Laboratdrio de Micologia da
Faculdade de Medicina/ FAMED/FURG e foi realizado em capela de fluxo laminar para
gue todo procedimento fosse o mais asséptico possivel. Todas as amostras foram
semeadas (na quantidade de 10 microlitros) em meio de cultura dgar Sabouraud dextrose
antes de serem centrifugadas (3.000 rpm/10 minutos) e apds separadas em aliquotas em
microtubos, devidamente identificados e congelados para testes posteriores a -20°c.

As placas semeadas foram incubadas em estufa @ 37°C por até 7 dias com
observacgdo didria para posterior avaliacdo e identificacdo do crescimento flungico. O
exame microscopico direto das amostras clinicas foi realizado a fresco, com ou solugdo de
hidréxido de potdssio (KOH) 10-30%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de 2009 a 2011 dos 30 animais incluidos no estudo, 17
(56,7%) apresentaram Obito por aspergilose; 7 (23,3%) tiveram o6bito por outra
causa e 7 (23,3%) foram liberados sem sinais clinicos de doenca (Tabela 1). Além
disso, observaram-se nas coletas de lavado traqueobrénquico, que entre os
Obitos pela enfermidade, 14 (82,3%) apresentaram crescimento fungico da
espécie Aspergillus fumigatus, dois (11,7%) houve crescimento bacteriano e um
(5,8%) nao apresentou crescimento de micro-organismo (Tabela 2).
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Tabela 1: Obito de Pinguins-de-Magalhdes em cativeiro para reabilitagdo no CRAM/FURG com
sinais clinicos respiratérios, os quais foram coletadas amostras de lavado traqueobrénquico para

diagnostico
Causa do 6bito Percentagem (n=30)
Aspergilose 56,7%
Outras causas 23,3%
Liberacéo 23,3%

Tabela 2: Crescimento fingico observado nas amostras de lavado traqueobrdnquico coletadas de
Pinguins-de-Magalhdes com sinais clinicos respiratérios

Crescimento Percentagem (n=17)
Aspergillus fumigatus 82,3%

Bacteriano 11,7%

Sem crescimento 5,8%

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, concordando com
temas ja relatados, pode-se deduzir que o uso de lavado traqueobrénquico como
forma de diagndstico de triagem para os pinguins, € uma forma profilatica e eficaz
para o diagnostico, uma vez que 56,7% dos animais que vieram a Obito neste
estudo tiveram cultura micolégica de espécime respiratério positiva. Sabendo-se
da importancia do estudo de secre¢Bes do trato respiratério de pinguins com
suspeita de aspergilose, doenca causadora de curso clinico respiratério e de
grande importancia em cativeiro de reabilitacdo, bem como as técnicas de
colheita, ja padronizadas e estabelecidas, tanto para confirmacao etiolégica do
espécime causador da doenca como para quantificar esse agente causal é que se
considera a técnica de lavado traqueobrbnquico util para diagndéstico e
prognostico de aspergilose em pinguins.

Porém, vale ressaltar a importancia da utilizacdo desta técnica apenas
como triagem, pois, € necessario o preenchimento de critérios como fatores de
risco do hospedeiro; manifestacbes clinicas; e a evidéncia microbioldgica
(cultura/antigenemia) para fechar o diagnostico, que em nosso trabalho foi
comprovada pelas culturas positivas do espécime respiratorio, isolando em
82,3%, Aspergillus fumigatus como agente causal da enfermidade, conforme ja
descrito anteriormente em diferentes espécies (BARNES; MARR, 2006).

Concordando com o encontrado na literatura, quando outros autores
relatam que A. fumigatus é responsavel por 90-95% dos casos de aspergilose em
aves, neste estudo encontramos também A.fumigatus causando 82,3% dos casos
de aspergilose isoladas apartir de amostras de lavado traqueobrénquico coletados
de pinguins-de-Magalhdes em cativeiro para reabilitacdo (TELL, 2005). Isso indica
ainda, que a técnica de LTB é capaz de recuperar amostras de diferentes locais
das vias aéreas proximais e distais, uma vez que todas as coletas foram
realizadas através de sonda estéril inserida na traqueia dos pinguins e que o
namero recuperado de amostras positivas apresentou-se expressivo.

4. CONCLUSOES

A partir do estudo realizado evidenciou-se que a aspergilose € uma
enfermidade fatal para pinguins-de-Magalhdes que se encontram debilitados e
que o lavado traqueobrénquico como exame de triagem em animais com suspeita
de aspergilose associado a acompanhamento sorolégicose torna ferramenta util e
importante para diagnostico definitivo mais rapido e eficaz da doenca. Além disso,
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demonstra que maiores estudos sdo necessarios para deteccdo de progndstico
de aspergilose em pingdins.
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