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INTRODUCAO

Aves sao particularmente suscetiveis a aspergilose, doenca fungica de maior
morbimortalidade nestes animais em cativeiro, causando grandes perdas
econbmicas na avicultura de producdo e comportando-se como fator limitante a
criacao e reabilitacdo de aves silvestres (ABUNDIS-SANTAMARIA, 2003; XAVIER et
al., 2007; KUBITSCHEK-BARREIRA et al., 2010).

Dentro do género Aspergillus, 16 espécies e uma variedade sao agentes da
aspergilose, destes, o A. fumigatus € responsavel por cerca de 95% dos casos. Da
mesma forma que as demais espécies do género, a principal via de infeccao pelo A.
fumigatus é a respiratéria. Porém, sua penetracdo e colonizagdo no tecido
hospedeiro séo facilitadas, uma vez que a espécie produz conidios menores e mais
numerosos (FRAN-FISHER, 2001;TELL, 2005; ARNE et al.,2011).

Estudos relacionados ao diagnostico precoce da aspergilose vem sendo
realizados em aves naturalmente infectadas (CRAY et al., 2009; CABANA et al.,
2010). Contudo, grande parte dos diagnosticos ainda é realizada post mortem, ou
guando ocorrem ante mortem a terapia utilizada costuma ser ineficaz devido ao
estagio avancado em que a doenca € diagnosticada e ao seu carater progressivo
(FOWLER, 1993; ABUNDIS-SANTAMARIA, 2003).

Em funcdo da importancia da aspergilose por A. fumigatus em aves, sao
necessarios estudos que busquem profilaxia, diagndstico e tratamento da micose.
Para tanto é necessario que sejam estabelecidas formas de infeccdo experimental
eficazes nesses animais. Em vista desta realidade o objetivo deste trabalho foi
determinar a concentracao e volume dos inéculos de A. fumigatus administrados aos
animais experimentais para desenvolvimento da aspergilose e definir o tempo
decorrido entre a inoculacéo e o inicio do desenvolvimento da doenca.

MATERIAS E METODOS

O experimento foi realizado no Biotério Central da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), utilizando 60 frangos de 15 dias obtidos de distribuidor comercial
criados com controle de umidade e temperatura e administracao de agua e racao ad
libtum. As aves foram submetidas a eutanasia com a administracdo intraperitoneal
de tiopental (13,2 mg/kg) conforme Oliveira et al., 2002, cumprindo exigéncia do
CFMV n° 714/2002. Em todos 0s exames necroscopicos observou-se macroscopia
dos tecidos, e coletou-se swabs de sacos aéreos e traquéia, e fragmentos de
pulmdes, figado, rins e baco. O material foi encaminhado ao Centro de Pesquisa e
Diagnostico em Micologia Veterinaria da UFPel, e semeado em agar Sadouraud
dextrose. Apos sete dias a 25°C, as colbnias foram identificadas quanto a macro e
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micromorfologia, em exame direto com lactofenol azul de algoddo entre lamina e
laminula em aumento de 400x.

A cepa de A. fumigatus utilizada foi proveniente de um caso de aspergilose
em pinguim-de-Magalhdes (Sphenicus magellanicus). Utilizou-se cultura de sete dias
em PDA (Agar batata) incubada a 37°C. As colbnias foram cobertas com 1,0ml de
solucdo salina estéril e uma gota de tween 80, conforme descrito por Tell et al.
(2010). A solucao foi transferida para tubo de ensaio estéril, e ap6s 5 minutos, a
suspensdao homogénea superior foi transferida para outro tubo estéril e
homogeneizada em um agitador de tubos durante 15 segundos (CLSI M38-A2).

Em um primeiro momento, para retroisolar a cepa de A. fumigatus, quatro
animais foram inoculados por via intratraqueal com inéculo na concentragédo 24x10°
UFC/mL. Ao longo de duas semanas as aves foram observados quanto a presenca
de sinais clinicos, sendo realizadas necropsias ao final de cada semana.

Em um segundo momento, a partir do retroisolamento da cepa de A.
fumigatus foram produzidos inéculos em duas concentracbes: 5x10° e 24x10°2,
administrados aos animais por via intratraqueal em dois volumes diferentes. Para
estes testes foram utilizados quatro grupos com 14 animais cada, conforme
demonstrado em Tab. 1. Foram realizadas necropsias diarias em dois animais de
cada grupo, iniciando pelo dia um (24 horas pés-inoculacéo), até o dia sete.

O tempo decorrido entre a inoculacdo e a primeira necropsia com
retroisolamento do agente inoculado em ambos os animais determinou o primeiro
dia de desenvolvimento da doenca.

Tab. 1: Volume e concentracdo dos indculos de Aspergillus fumigatus administrados por via
intratraqueal a quatro grupos de frangos com 15 dias

Grupo Volume inoculado Concentracéo do inéculo
1 0,5ml 5x10°

2 1,0 ml 5x 10°

3 0,5 ml 24 x 10°

4 1,0 ml 24 x 10°

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os quatro animais inoculados com A. fumigatus na primeira etapa do estudo
ndo apresentaram sinais clinicos, bem como ndo houve mortalidade durante as
semanas em que foram avaliados. Segundo Armé et al. (2011), a infeccéo
experimental por Aspergillus sp. geralmente causa manifestacdo superaguda da
micose, com morte subita entre o primeiro e o sétimo dia pds inoculacdo. Diferente
do encontrado no presente estudo. Porém, o autor relata ainda que a sobrevivéncia
dos animais em periodo posterior ao dia sete corresponde ao desenvolvimento de
aspergilose cronica.

A via intratraqueal escolhida para administracdo do inoculo, simula a principal
forma de infeccao por Aspergillus sp., através da inalacdo dos conidios presentes no
ambiente (ABUNDIS-SANTAMARIA, 2003). Esta via de inoculacdo é particularmente
eficaz em aves pelas suas caracteristicas anatdmicas como auséncia de epiglote e
de diafragma, além da distribuicdo limitada de epitélio ciliado através do trato
respiratorio (TELL, 2005). Portanto, sinais correspondentes a infeccdo respiratéria
sdo esperados durante exames necroscopicos de aves com aspergilose.

Na necropsia da primeira ave, ao final da primeira semana, pode-se constatar
sacos aéreos espessados e opacos e presenca de um ndédulo de aproximadamente
1mm em saco aéreo toracico direito. Ao fim da segunda semana outro animal foi



submetido a eutandsia, observando-se ao exame necroscopico espessamento e
opacidade de sacos aéreos e congestdo pulmonar. Inicialmente esta fase do
experimento objetivou ocorrer no periodo de quatro semanas, porém, com O
desenvolvimento de alteracdes teciduais apds sete e 14 dias de inoculagcédo, foram
realizadas necropsias nos demais animais (n=2) ao fim da segunda semana, nos
guais também observou-se lesGes correspondentes a infeccao respiratéria.

De todos os animais foi retroisolado A. fumigatus do material coletado de
trato respiratorio e do figado. Resultados similares foram encontrados por Tell, 2005
gue relata em aves, que este micro-organismo tem uma predilecdo pelo trato
respiratorio, envolvendo as cavidades nasais, traqueia, siringe, pulmdes ou sacos
aéreos, mas também pode se difundir e causar a doenca sistémica nas fases
posteriores da infeccdo, acometendo outros 6rgaos, como o figado.

Para a segunda etapa do experimento, foram utilizadas duas concentragdes
diferentes de inéculo, a menor concentracdo (5x10°) baseou-se em estudo realizado
por Tell et al. (2010), j& a maior (24x10° foi definida pela primeira etapa deste
experimento, uma vez que esta concentracdo desenvolveu a doenca de forma
branda, sem acarretar em morte subita dos animais, nem sinais clinicos.

Nos animais submetidos a menor concentracdo do inéculo (grupos 1 e 2) nao
houve retroisolamento flngico e nem alteracdes teciduais macroscépicas em
nenhuma necropsia realizada durante os sete dias. Concordando com Taylor &
Burroughs (1973), que com inoculo pouco concentrado de A. flavus também nao
demonstraram evidéncia de patologia. Outro possivel responsavel pela auséncia de
infeccdo nessas aves, € que ndo foi provocada imunossupressao, conforme é
realizado por diversos autores (ARNE et al., 2011), uma vez que esta é uma micose
oportunista, de maior ocorréncia em imunocomprometidos (ABUNDIS-
SANTAMARIA, 2003). Ja entre os animas inoculados com a concentracdo de 24x10®
UFC/mL no volume de 0,5 mL (grupo 3), observou-se lesdes anatomopatoldgicas a
partir da segunda necropsia (48h pos inoculacdo) em apenas um entre os dois
animais, que apresentou espessamento de sacos aéreos. O desenvolvimento da
micose nos dois animais ocorreu a partir da terceira necropsia (72h pos inoculagéo),
guando observou-se espessamento de sacos aéreos em ambas as aves e presenca
de um nodulo em saco aéreo toracico de uma. Além de obter-se o retroisolamento
fungico de amostras de trato respiratorio e figado. Todos os demais animais do
grupo 3 apresentaram alteracfes anatomopatoldgica e retroisolamento fungico nas
necropsias posteriores.

Entre os animais inoculados com a mesma concentracdo, porém no volume
1,0mL (grupo 4), houve retroisolamento de A. fumigatus somente a partir da quinta
necropsia (120h pos inoculacdo). Tal fato ndo pode ser plenamente elucidado, mas
provavelmente tenha ocorrido em funcdo de o volume administrado ser muito alto.
Acarretando mal estar dos animais, que acabavam por expelir parte do inéculo,
havendo desta forma perda de material.

CONCLUSAO

Nas condigdes em que o experimento foi realizado, a concentragdo adequada
para desenvolver aspergilose crénica por A. fumigatus foi 24x10° UFC/mL
administrada no volume de 0,5 mL. E o primeiro dia de infec¢éo foi considerado o
dia trés, 72h apds a administracéao do inoculo.
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