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RESUMO

MEDEIROS, LARISSA COUTINHO. Avaliacao microbioldgica e citologica do
lavado traqueal de gatos higidos. UFCG — CSTR / UAMYV Patos — PB, 2009, 42p.

(Monografia apresentada ao curso de Medicina Veterindria).

Objetivando-se avaliar as técnicas transoral e transtraqueal para coleta do lavado traqueal,
bem como oferecer informa¢des concernentes a celularidade e microbiota residente em
lavados do trato respiratério inferior (TRI) de gatos higidos no municipio de Patos — PB
em 2009, foram estudados 4 gatas fémeas, adultas, SRD, que participaram das duas
técnicas de coleta. Houve a realizacdo de swabs da cavidade oral, a fim de oferecer
informacdes sobre as bactérias residentes na orofaringe e comparar com os achados
microbioldgicos. Os animais foram anestesiados para a coleta das amostras, além de
intubados quando a técnica a ser avaliada era a transoral. Foi avaliado o grau de
contaminagdo celular e bacteriano, e na técnica transoral observaram-se microorganismos
compativeis aos dos swabs orais e células compativeis as da cavidade oral. Ndo foi
observado crescimento fiingico e o isolamento de bactérias ocorreu em todas as amostras
coletadas pela técnica transoral, e em 75,0% das amostras coletadas pela técnica
transtraqueal. Em 87,50% das amostras, foram isolados dois ou mais microorganismos.
Foram isoladas tanto bactérias como Pasteurella sp. e Bordetella sp., relatadas na literatura
como microorganismos relacionados a doengas no TRI de felinos, como também a
Alloiococcus sp. descrita apenas na literatura humana. Na citologia, observou-se
predominancia nos macréfagos e neutréfilos em ambos os grupos. As células epiteliais
queratinizadas foram predominantes nas laminas da técnica transoral. Foram observadas
em menores quantidades os linfécitos, plasmdcitos, células epiteliais cuibicas, células
epiteliais cilindricas ciliadas, células pavimentosas e globosas. Ambas as técnicas
mostraram-se seguras; entretanto a técnica transtraqueal mostrou-se mais adequada em

funcao da reducio da contaminag@o pela microbiota da cavidade oral.

Palavras chave: Lavado traqueal, gatos, citologia, cultura, bactérias.



ABSTRACT

MEDEIROS, LARISSA COUTINHO. Evaluation of microbiological and cytological
tracheal swab from healthy cats. UFCG — CSTR / UAMYV Patos-PB, 2009, 42p.
(Monograph presented to the Veterinary Medicine Course).

This study aimed to evaluate the transoral and transtracheal technique to collect the
tracheal swab, besides to offer information relative the kinds of cell and microorganisms
which habits in the inferior respiratory tract (IRT) of healthy cats from municipe Patos —
PB in 2009, were studied 4 females, adults, with no defined breed, which participated in
two techniques for collect. Were realized oral swabs, aiming to offer information about the
bacteria in the oropharingeal tract and to compare with the microbiological data. The
animals were anesthetized to collect the samples and when the technique used was the
transoral, the animals were intubated. It was evaluated the level of cellular and bacterial
contamination, and in the transoral technique was observed microorganisms compatible to
that found in the oral swab and with that which common the oral cavity. It was not
observed fungi development and the bacteria isolation occurred in all the samples collected
by the transoral technique, and in 75% of the samples collected by the transtracheal
technique. In 87,5% of the samples, were isolated two or more microorganisms. It was
isolated Pasteurella sp. and Bordetella sp., related in the literature as microorganisms
involved in IRT diseases of cats, besides Alloicoccus sp. descript only in the human
literature. In the cytology, was possible to verify the macrophages and neutrophil
predominance in the both groups. The epithelial cheratinizated cells were the most found in
laminas from the transoral technique. It could be observed in smaller number:
lymphocytes, plasmocytes, cubic epithelial cells, ciliated cylindrical epithelial cells,
pavement and globular cells. The both techniques demonstrated to be safety, therefore the
transtracheal show to be the most adequate due the decrease in the contamination by the

oral cavity microorganisms.

Keywords: tracheal swab, cats, cytology, cultivate, bacteria.
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1. INTRODUCAO

As afeccdes do trato respiratério apesar de acometerem uma pequena parcela da
populacgdo de felinos, sdo de extrema complexidade. O fato de serem de dificil diagndstico
e tratamento representa uma barreira aos médicos veterindrios, que ndo possuem recursos
diagnésticos suficientes para a identifica¢io do agente causador da doenca.

No pulmio existe uma grande variedade de bactérias sapréfitas que convivem em
harmonia com o animal, mas que podem ser causadoras de doencas em situagdes em que o
animal esteja com déficits imunoldgicos ou quando a quantidade de uma determinada
bactéria sofre um crescimento exacerbado no organismo, podendo desencadear algum tipo
de infeccdo respiratoria.

A aplicabilidade dos diversos métodos de diagndstico disponiveis para a pesquisa
de doengas respiratérias deve ser considerada, de modo que os testes selecionados
fornecam dados diagnésticos valiosos. O risco potencial de todos os testes deve ser
avaliado, particularmente no caso de doencas respiratdrias que ameacam a vida do
paciente. A especificidade e a sensibilidade dos testes disponiveis também devem ser
conhecidas, sendo necessdrio interpretar os resultados dos testes diagndsticos com cautela
(CORCORAN, 2004).

O lavado traqueobronquial € um meio de diagndstico importante para a
identificacdo do patdgeno. Por ser um exame bastante complexo, € pouco difundido no
meio veterindrio, pois requer além da técnica, rapidez e um estado fisico adequado do
paciente, sendo contra-indicado nos casos em que o animal encontra-se muito debilitado.

Ap6s recolher a amostra do lavado, faz-se uma cultura bacteriana e andlise
citolégica para detectar quais os microrganismos que habitam o trato respiratério do
animal. Se houver a prevaléncia de algum patégeno, a realizacdo de um antibiograma
indica com precis@o qual o antibidtico especifico para o tratamento do paciente, o que
poupa tempo e estresse do animal na realiza¢io do protocolo ideal.

Dessa forma, objetivou-se com a realizacdo desse estudo, a avaliacdo das técnicas
do lavado traqueobrénquico pelos métodos transoral e aspirado transtraqueal e
estabelecimento da melhor técnica em felinos, informagdes sobre os microrganismos
referentes ao trato respiratério inferior e cavidade orofaringea, como também a obtencdo

da citologia do trato respiratério traqueobronquico em animais clinicamente saudaveis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Consideracoes sobre o sistema respiratorio

Segundo Guyton & Hall (1999) a respiracdo € a fung¢do fisioldgica que regula as
trocas gasosas no organismo entre 0 meio externo e interno, contendo trés etapas reguladas
por mecanismos fisioldgicos préprios: ventilagdo, difusdo e perfusdo. Ventilagdo pulmonar
€ o processo no qual o ar contido no interior dos pulmdes € constantemente renovado. Essa
renovacdo déa-se através de um fluxo aéreo do meio externo para o interior dos pulmdes
(inspiracdo) e vice-versa (expirag¢do). O fluxo aéreo ocorre de acordo com uma variagdo de
pressdo entre o meio intrapulmonar e o meio ambiente e por uma func¢do de condutancia.

A fun¢do principal dos pulmdes de mamiferos € a troca de gases entre o ar
atmosférico inspirado e o sangue venoso que retorna aos tecidos apds o metabolismo. As
fungdes secunddrias incluem filtracdo, aquecimento e umidificacio do ar inspirado;
vocalizacdo; e regulagdo da temperatura (SLATTER, 2007).

Os componentes anatdmicos das vias aéreas incluem a traquéia, brénquios,
bronquiolos e alvéolos. A traquéia se estende da base da laringe até a carina e € constituida
de anéis cartilaginosos incompletos sustentados por tecido conectivo e musculo liso
revestidos por epitélio pseudo-estratificado ciliado. A transicdo para o epitélio pseudo-
estratificado comeca quando a laringe se funde a traquéia e se estende até os bronquios
(RASKIN & MEYER, 2003).

A traquéia situa-se a frente da laringe, através do espacgo visceral do pescoco, entra
no mediastino na entrada tordcica e continua até sua bifurcacio terminal sobre o coracgao.
A parte cervical da traquéia mantém uma posicdo mais ou menos mediana, apesar de seu
relacionamento com o esdfago se alterar em diferentes niveis e com as diversas posi¢des da
cabeca e do pescoco. Sua parede € composta de uma mucosa mais profunda que contém
glandulas mucosas uni e multicelulares, que produzem uma cobertura protetora de muco
continuamente movimentado em direcdo a laringe pela agdo ciliar do epitélio (DYCE,

1990).
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2.2. Patologias do trato respiratorio em pequenos animais

Para Mckiernan (1990) e Aktaruzzaman & Metzger (1994), a anatomia bésica do
sistema respiratério do gato pode realmente determind-lo a maior susceptibilidade a
doencgas bronquicas do que outras espécies animais. Essas diferencas anatdmicas incluem
um aumento do nimero de glandulas bronquicas seromucosas, especialmente em gatos
mais velhos, e um espessamento da parede bronquica que € capaz de aumentar a constri¢cao
do limen brénquico.

Os distirbios do parénquima pulmonar sio freqiientemente diagnosticados em cées
e gatos. Dentre eles encontram-se as pneumonias infecciosas (bacterianas, flngicas,
parasitdrias e protozoarianas), as neoplasias (primarias e metastiticas) e as doengas
pulmonares intersticiais: pneumonia eosinofilica, fibrose pulmonar intersticial, pneumonia
intersticial linfocitica, pneumonia lipidica endégena, entre outras (REINEIRO & COHN,
2007).

Corcoran (2004) afirma que tipicamente os casos respiratorios sdo apresentados
com sinais clinicos como espirro, secrecdo nasal, tosse, dispnéia e intolerdncia ao
exercicio. Outras apresentacdes menos tipicas incluem voOmito, regurgitacdo, disfagia,
ataxia, colapso e sincope, disfonia, obesidade, distensdo abdominal, pirexia, letargia,
inapeténcia e caquexia.

As predisposi¢des etdria e racial sdo caracteristicas bem conhecidas de doencas
respiratérias. As doencgas infecciosas contagiosas sdo observadas principalmente em
animais jovens e nao-vacinados, enquanto a neoplasia, a bronquite cronica e a paralisia
laringea ocorrem em animais com idade média e avangada (CORCORAN, 2004).

Os cultivos de lavados transtraqueais foram positivos para B. bronchiseptica em
uma série de gatos, quase todos com idade inferior a oito semanas, portadores de tosse seca

e improdutiva (ETTINGER, 2004).
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2.3. Diagnéstico de afeccoes respiratorias por meio de lavado traqueal

As alteracdes pulmonares representam cerca de 4% da casuistica em clinica médica
de pequenos animais. Os principais exames complementares utilizados em seu diagndstico
incluem a radiografia toricica, o lavado traqueal, o lavado broncoalveolar, a broncoscopia,
a puncdo aspirativa transtordcica por agulha fina e a bidpsia transtordcica ou com
toracotomia (HAWKINS et al., 1990; ANDREASEN, 2003).

O objetivo do lavado transtraqueal (TTW) € obter fluido e/ou células da traquéia, de
modo asséptico. Podem-se colher as amostras de vias aéreas mediante a punc¢ao direta da
parede da traquéia, no caso de cdes maiores, ou por meio de um tubo endotraqueal, para
caes menores e gatos (RASKIN & MEYER, 2003).

E uma técnica que consiste na infusio de solucio de cloreto de sédio (NaCl) nos
pulmdes, por meio de broncoscdpio ou sonda endotraqueal, que em seguida € aspirada. O
fluido obtido com o lavado pode ser submetido a avaliacdes microbiolégicas, bioquimicas
e citologicas (quantitativa e qualitativa). O exame qualitativo € fundamental, devendo-se
observar fagocitose de bactérias ou hemaécias por neutréfilos ou macréfagos, presenca de
neutréfilos degenerados, presenca de estruturas flingicas ou parasitdrias e alteracdes
celulares sugestivas de neoplasia (BERNARD et al., 1980; VAIL et al., 1995).

As amostras da traquéia e dos bronquios podem ser obtidas por amostragem as
cegas, utilizando-se as técnicas transtraqueais ou translaringeas (ponto de entrada préximo
do ligamento cricotiredideo) ou por meio de uma sonda endotraqueal. Quando se dispde de
direcionamento endoscdpico, a amostragem pode ser mais precisa, € os resultados obtidos
sao melhores que aqueles da amostragem as cegas. Para amostragem transtraqueal, o
animal € sedado, e uma 4rea sobre o segmento mediano da traquéia cervical € preparada
assepticamente. Mantendo-se o animal na posi¢do esternal, com o pescoco parcialmente
dorsiflexionado, € realizada uma pequena incis@o cutanea e uma agulha de grande calibre
(14G) ¢é passada entre os anéis cartilaginosos. Um cateter adequado € introduzido pela
agulha e posicionado, a grosso modo, nas proximidades da carina. A salina normal &
instilada e imediatamente aspirada. Em alguns casos, pouco material é recuperado e o
método pode ser repetido (CORCORAN, 2004).

Em cées de pequeno porte e gatos, obter amostras para a cultura através de tubo
endotraqueal esterilizado é mais facil do que obté-las por meio do aspirado transtraqueal.

Para a aquisi¢do de lavado das vias aéreas, o animal deveré ser anestesiado com anestésico
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de acdo ultracurta e intubacdo com tubo traqueal esterilizado. E preciso ter cuidado para
evitar a contaminacdo do tubo com secre¢des orofaringeas. Na sequéncia, € introduzido
cateter esterilizado pelo tubo endotraqueal, com subsequente instilacdo e aspiracdo de
cloreto de sodio esterilizado a 0,9%, conforme foi descrito para a técnica de obtengdo do

aspirado transtraqueal (SLATTER, 2007).

2.4. Citologia e microbiologia do trato respiratoério inferior de felinos

A descricao do padriao citoldgico do trato respiratério € comum em medicina
humana, mas ainda pouco utilizada na rotina médico-veterinaria (ROY & LAVOIE, 2003).
A primeira referéncia a respeito da utilizacdo da citologia na pratica veterindria é de Cole e
Evans que, estudando o ciclo estral em cadelas, na década de 30, incluiram a citologia
vaginal como recurso diagnostico (COLE & EVANS apud ROSZEL, 1977).

O exame citoldgico das vias aéreas inferiores pode ser realizado através de aspirado
transtraqueal e de lavados traqueal, traqueobronquico e broncoalveolar (BAL) que
auxiliam na avaliacdo das doengas do trato respiratério (FOGARTY, 1990; ERICKSON &
POOLE, 2003).

A avaliagdo citoldgica € feita pela contagem diferencial de macréfagos, neutréfilos,
linfécitos, eosindfilos, mastocitos e células cilindricas do epitélio das vias aéreas
(SWEENEY et al., 1992; HEWSON & VIEL, 2002). Segundo Biava et al. (2005), a
andlise descritiva das laminas avalia a celularidade, a presenca de muco, hemdcias,
leucocitos, células integras e degeneradas.

Segundo McCarthy (1989), pequenas quantidades de muco sdo encontrados no
fluido obtido pelo lavado broncoalveolar e, quando examinados microscopicamente, nele
encontram-se aderidos numerosos macréfagos, neutrdfilos e linfdcitos.

Os macréfagos constituem o principal tipo celular observado em TTW e BAL, e as
células globosas ou granulosas, sdo comumente encontradas no epitélio da traquéia
(RASKIN & MEYER, 2003).

Segundo Biava et al. (2005), a coloracdo de Giemsa permitiu visualizacdo e
identificacdo e quantificacdo adequada dos diferentes tipos celulares. O uso da coloracao
Papanicolau permitiu visualizagdo por grumos celulares, bem como detalhada avaliagdo
nuclear. Finalmente, a colora¢do do Azul da Prissia permitiu visualizacdo e contagem dos

hemossider6fagos.
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Os exames de amostras citolégicas muitas vezes podem ser um método auxiliar
eficiente e pratico para confirmar um diagndstico e, a0 mesmo tempo, eliminar outros.
Existem diferentes maneiras de se obter amostras traqueais de valor diagndstico para
cultivo e citologia. Em todos os casos, as amostras para cultivo devem ser obtidas antes das
amostras citolégicas (ETTINGER, 2004).

O aspirado transtraqueal representa uma técnica valiosa para a obtencdo de
amostras do trato respiratério inferior, objetivando os exames de cultura e citologia.
Qualquer técnica utilizada para a obtencdo de amostras do trato respiratério inferior devera
desviar-se da cavidade bucal para evitar a ocorréncia de contaminacao (SLATTER, 2007).

A microbiota normal distribui-se pelas partes do corpo que estdo em contato com o
meio externo, isto é, pele e mucosas. Todavia, tanto no que se refere a quantidade como a
qualidade, a microbiota ndo € uniforme. Na verdade, cada uma das regides habitadas
possui uma microbiota com caracteristicas proprias (TRABULSI et al., 1999).

As vias aéreas distais de caninos e felinos sdo estéreis. Em casos respiratérios nos
quais microrganismos podem ser cultivados, predominam bactérias Gram-negativas, como
Escherichia coli, Pasteurella spp., Pseudomonas spp., Proteus spp. e Klebsiella spp. Nos
felinos, as Pasteurella spp. sao os isolados mais comuns (CORCORAN, 2004).

Diversas pesquisas envolvendo cultivos bacterianos foram realizadas com aspirados
transtraqueais e broncoscopicos. Estas amostras foram obtidas sobretudo, mas néo
somente, em segmentos mais distais da traquéia e do trato respiratério. Em uma pesquisa
que avaliou 264 amostras de casos de afeccdo do trato respiratdrio inferior, 203 espécies de
bactérias foram isoladas em 116 de 264 cdes. A maioria (57%) continha uma tnica espécie
de bactéria. Aquelas mais comumente cultivadas foram Escherichia coli (45,7%),
Pasteurella (22,4%), anaerébios obrigatérios (21,6%), estreptococos beta-hemoliticos
(12,1%), Streptococcus/Enterococcus spp. nao-hemoliticos (12,1%), Staphylococcus

coagulase-positivos (9,5%) e Pseudomonas (7,8%) (ETTINGER, 2004).



18

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Animais

Foram utilizadas quatro gatas adultas, sem racas definidas, com o peso de 3,05 +
0,73 kg provenientes do Hospital Veterindrio da UFCG e mantidas em gaiolas individuais
recebendo racdo comercial e dgua ad libitum. Os animais foram considerados sadios apds
avaliacdo clinica geral, aferidos as freqiiéncias respiratérias e cardiacas, temperatura retal,

e realizag¢@o de hemogramas e de raios-X toracicos.
3.2. Delineamento experimental

Os animais participaram das duas técnicas de lavado traqueal e cada técnica
constituiu um grupo, denominados grupo transoral (GOT) e grupo transtraqueal (GTT),

respeitando-se um intervalo de 10 dias entre os tratamentos.
3.3. Instrumentacio

Ap6s jejum alimentar de 12h e restricdo hidrica de duas horas os animais foram
levados ao Centro Cirdrgico de Pequenos Animais do HV/UFCG onde foram sedados com
a associagdo diazepam1 (0,5mg/kg) e cetamina’ (4mg/kg), ambos pela via intramuscular
(IM). Apés 15 minutos realizou-se a puncdo da veia cefdlica direita com dispositivo
intravenoso o qual foi adaptado a um equipo para administracio de solugdo fisiologica
(NaCl 2 0,9%). Ap6s 15 minutos, administrou-se pela via intravenosa (IV) propofol® na
dose de 2mg/kg o qual foi aplicado continuamente até a depressao dos reflexos protetores.
Novas administragdes foram realizadas quando houve a superficializacdo da anestesia. Ato
continuo foi feita a colheita de swab da cavidade oral para posterior encaminhamento ao

Laboratdrio de Microbiologia do HV/UFCG.

! Compaz — Cristalia, Sao Paulo-SP, Brasil.
2 Cetamin — Syntec, Cotia-SP, Brasil.
3 Propovan — Cristélia, Sao Paulo-SP, Brasil.
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Nos animais do grupo GOT foi borrifado lidocaina spray” na laringe dos mesmos
para, em seguida, proceder a intubagdo com sonda endotraqueal estéril, com didmetro
compativel ao porte dos mesmos, a qual foi conectada ao circuito anestésico semi-aberto
para fornecimento de oxigénio durante um periodo de 5 minutos (Figura 1).

Em seguida, foi desconectado o circuito anestésico da sonda endotraqueal para a
introdugdo de uma sonda urindria n°4 no limen desta até a bifurcagio bronquial (carina). A
qual foi conectada a uma seringa de 10 mL contendo solugdo fisiolégica de cloreto de
soédio a 0,9%. Apds o posicionamento da sonda, foi infundida em média 8,50 + 2,50 mL de
solucdo fisioldgica em movimentos rapidos (Figura 2) e imediatamente aspirado o fluido
traqueal.

Aos animais do grupo GTT foi fornecido previamente, através de mascara facial,
oxigénio (20 mL/kg) durante 5 minutos € 0s animais passaram pelo mesmo protocolo
anestésico descrito anteriormente, tendo também sido realizada uma ampla tricotomia da
regido cervical medial ventral para uma melhor assepsia e identificacdo dos anéis traqueais
a serem estudados. O animal foi posicionado em dectbito esternal, realizada a dorsiflexao
de sua cabeca em um angulo de 45° para a realizacdo de assepsia com dlcool iodado na
drea tricotomizada (Figura 3). Ato continuo foi localizada a traquéia, e na porcdo medial
cervical, no espago entre os anéis traqueais, foi perfurada com um cateter de nimero 14G
(Figura 4) e passada por dentro desse cateter uma sonda uretral de nimero 4 até a
bifurcacdo traqueal, onde foi infundido em média 13,75 + 2,50 mL de soluc¢do fisioldgica
em movimentos rdapidos e imediatamente aspirado o fluido traqueal.

Finalizadas as colheitas, as aliquotas recuperadas foram imediatamente refrigeradas
e encaminhadas para exames microbioldgicos e citolégicos. As amostras foram mantidas

sob refrigeracdo até o momento de processamento nos laboratorios.

4 Xylestesin — Cristdlia, Sao Paulo-SP, Brasil.
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Figura 1. Intubac¢io de animal do Figura 2. Infusdo de solug@o salina estéril

do grupo GOT. em animal do grupo GOT.

Figura 3. Assepsia do local a ser inserido Figura 4. Insercdo da agulha entre os anéis

o cateter em animal do grupo GTT. traqueais em animal do grupo GTT.

3.4. Parametros fisiologicos

Antes da realizacdo dos procedimentos e imediatamente apds estes, foram
realizadas as mensuracdes dos seguintes parametros fisiologicos:

- Temperatura Retal: mediante a introdu¢@o de termometro clinico digital no reto do
animal;

- Frequéncia Cardiaca: através da ausculta indireta da drea cardiaca utilizando-se
estetoscopio biauricular, durante um minuto e registrada em batimentos/minuto.

- Frequéncia Respiratdria: obtida pela contagem dos movimentos da parede torécica

em um minuto e registrada em movimentos/minuto.
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3.5. Analise citolégica

O material colhido para andlise citolégica foi encaminhado ao Laboratério de
Patologia Clinica do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Campina Grande-
Campus de Patos — PB, onde foi submetido a centrifugagao (400 RPM/5 min). Em
seguida, desprezou-se o sobrenadante e o restante da amostra foi utilizada para a
confeccdo de esfregacos em laminas que foram coradas com o corante Hematoxilina
Eosina, pela técnica do Pandptico Rapido. A avaliacdo da celularidade e contagem
diferencial das células foi realizada em microscopio dptico usando as objetivas de 100x,

400x e a de 1000x.

3.6. Analise microbiolégica

A cultura do material obtido foi realizada no Laboratério de Microbiologia do
Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande-Campus de Patos -
PB. A técnica empregada foi a de avaliacdo do crescimento nos meios de cultura’: BHI,
para enriquecimento das amostras, Agar Sangue, Agar MacConkey, Agar Manitol; e
Agar Sabouraud Cloranfenicol, que avaliou o crescimento fiingico em aerobiose. As
amostras foram semeadas pelo método do esgotamento (Figura 5), visando o
crescimento de coldnias separadas, sendo realizadas através das amostras recolhidas
pelos swabs orais e pequenas aliquotas de lavado colhido pelas duas técnicas.

Ap6s a semeadura, as placas com o material foram incubadas em estufa a 37°C,
propiciando melhor ambiente para o desenvolvimento bacteriano, e as aliquotas
originais foram refrigeradas visando o interrompimento do crescimento. Foram
realizadas leituras das placas apés 24hs, 48hs (Figura 6) e 72hs, sendo feitos testes de
catalase (Figura 7), identificacdo da estrutura da colonia e posterior coloragao de Gram
para a identificacdo da morfologia da bactéria e classificacdo em Gram positivas e Gram

negativas através de laminas em microscopio Optico na objetiva de 1000x (Figura 8).

Posteriormente, os microrganismos que se desenvolveram foram repicados nos

meios Agar Sangue, para o desenvolvimento de coldnias isoladas que foram novamente

> Himedia Laboratories Pvt, Ltd. 23, Vadhani Ind. Est., LBS Marg, Numbai — India.
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identificados pelo processo acima descrito (Figura 9). Ato continuo, cada colonia
passou pela série bioquimica para a classificacdo das mesmas, que consiste em semear
pequenas quantidades da bactéria em meios que reagem cada um a seu modo, e com
essas provas, através de chaves de identificacdo, foi possivel chegar a espécie da
bactéria. Para as Gram negativas, utilizou-se os meios® Triplice Actcar Ferro (TSI),
Uréia, Nitrato, Fenilalanina, Citrato, Malonato, Gelatina, Motilidade Indol Sulfeto
(SIM), Vermelho Metila (MR), Voges Proskauer (VP) (Figura 10), e os carboidratos:
Glicose, Sacarose, Lactose, Maltose, Xilose, Trealose e D-Manitol, também foi
utilizado o teste de coagulase e oxidase. Na identificacdo das Gram positivas utilizou-se
apenas oxidase, coagulase e os meios Uréia, Nitrato, VP e SIM, e os carboidratos acima

citados.

Figura 5. Semeadura por esgotamento. Figura 6. Leitura das placas ap6s 48hs.

Figura 7. Teste positivo de catalase. Figura 8. Identificagdo de Gram

em microscopio 6ptico, na objetiva

de 1000x.

® Himedia Laboratories Pvt, Ltd. 23, Vadhani Ind. Est., LBS Marg, Numbai — India.
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Figura 9. Repique em Agar-sangue Figura 10. Provas bioquimicas realizadas
das bactérias provenientes do lavado nas bactérias isoladas a partir do lavado
traqueal dos grupos GOT e dos animais dos grupos GOT e GTT.

GTT.
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4. RESULTADOS

Apdés o uso das técnicas transorais e transtraqueais ndo se observaram
complicacdes relacionadas ao padrdo respiratério. Foram recuperadas uma média de
4,50 + 1,29 mL de fluido traqueal no grupo GOT e 2,25 + 0,64 mL no grupo GTT.

As radiografias tordcicas foram realizadas antes da realizacdo das duas técnicas,
demonstrando o padrdo de normalidade da drea pulmonar dos animais (Figuras 11 e 12).

Os hemogramas foram realizados nos animais dos dois grupos antes da
realizacdo das duas técnicas, e os valores encontraram-se dentro da normalidade.
Apenas no grupo GTT, onde foi identificada uma leucocitose antes da realizacdo da
técnica (Tabelas 1 e 2).

Foram aferidos os pardmetros dos animais dos dois grupos, antes da realizacdo
da técnica e imediatamente apds. Observou-se uma queda na temperatura retal de todos
animais do grupo GTT apds a realizac@o das técnicas. Os demais parametros estiveram

dentro do padrio de normalidade para a espécie (Tabelas 3 e 4).

Figura 11. Radiografia toricica de animal do grupo

GOT antes da realizacao da técnica do lavado

traqueal.



25

Figural2. Radiografia tordcica de animal do grupo

GTT antes da realizacdo da técnica do lavado traqueal,

mostrando o cateter introduzido entre os anéis traqueais.

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrao dos pardmetros hematoldgicos de gatos (n=4), no
municipio de Patos-PB, em 2009, submetidos a técnica do lavado transoral (GOT) e
transtraqueal (GTT), antes da realiza¢do do procedimento.

Hemograma Meédias e desvios padrido Médias e desvios *Valores de referéncia
(GOT) padrdo (GTT)

Eritrécitos L 5,92 +0,75 6,83 + 1,46 5,00 - 11,00

Hemoglobina 8,82 + 0,75 10,27 + 1,69 8,00 — 15,00

g/dL

Hematdcrito % 26,00 + 3,46 31,00 + 5,41 25,00 - 45,00

VCM fL. 4427 +2.93 45,80 + 1,83 39,00 - 50,00

CHCM % 34,12+ 2,92 33,20 + 1,46 33,00 - 37,00

Reticuldcitos Ausentes Ausentes 0 - 60.000,00

Plaquetas mm3 500.750,00 + 323.659,00 569.000,00 + 200.000,00 —

406.273,30 500.000,00

Hemoparasitas Ausentes Ausentes -

Leucdcitos L 14.650,00 + 3.760,00 22.425,00 + 10.312,65 5.500,00 - 19.500,00

NS % 65,00 + 15,00 65,00 + 11,40 -

NB Ausentes 0,25 + 0,50 -

Jov. Ausentes Ausentes ---

Eosinéfilos % 12,00 + 9,00 10,25 + 7,18 2,00 - 12,00

Linfécitos % 23,00 + 7,00 23,50 + 7,23 **20,00 — 55,00

Monécitos % 1,00 + 1,00 1,00 + 0,00 **1,00 — 4,00

Basofilos Ausentes Ausentes Raro

PPT g/dL 7,10 + 0,68 7,90 + 0,84 6,00 — 8,50

* Thrall (2006).

** Matos (1995).
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Tabela 2. Valores médios e desvios-padrdo dos parametros fisiol6gicos Temperatura Retal e
Frequéncias Cardiaca e Respiratéria de gatos (n=4) no municipio de Patos-PB, em 2009,
submetidos a técnica do lavado transoral (GOT) e transtraqueal (GTT) antes e imediatamente

apds o procedimento.

Pardmetros ~ Antes do Apés o Antes Apés *Valores
aferidos lavado lavado do lavado o lavado referéncia
transoral transoral transtraqueal  transtraqueal
(GOT) (GOT) (GTT) (GTT)
Temperatura 37,85 + 35,87+1,07 3695+0,73 35,82+ 1,75 37,8- 39,2
Retal (°C) 0,96°
Frequéncia 124,25 + 137,75 + 182,25 + 175,00 + 120-240
Cardiaca 33,74 27,40 60,93 37,85
(Bpm)
Frequéncia 59,50 + 30,00 + 59,00 + 8,86 76,00 + 29,75 20-40
Respiratoria 21,80 12,00
(Mpm)
Saturacgdo 95,75+ 1,25 93,75+ 1,25 93,50+3,69 94,75 + 2,98 92-94
de Oxigénio
(SPO2 % )

* Feitosa (2004).
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4.1. Analise Microbiologica

Foram isolados apenas microrganismos bacterianos aerdbicos, ndo tendo sido
relatado nenhum crescimento anaerdbico ou fiingico. Ocorreu o desenvolvimento de
coldnias bacterianas em todos os animais do grupo GOT, e no grupo GTT nao houve
crescimento bacteriano em apenas um dos animais.

Foram isoladas a partir dos swabs da cavidade orofaringea um elevado niimero
de bactérias, dentre as quais 60,00% eram Gram positivas e 40,00% eram Gram

negativas (Tabela 3).

Tabela 3 — Numero de colonias isoladas a partir do swab oral de 4 gatos sadios, no
municipio de Patos-PB, em 2009.

Microrganismos bacterianos N° de colonias %
isoladas

Corynebacterium sp. 7 35,0%
Pasteurella sp. 3 15,0%
Bordetella sp. 3 15,0%
Alloiococcus sp. 3 15,0%
Acinetobacter sp. 1 5,0%
Actinobacillus sp. 1 5,0%
Bacillus sp. 1 5,0%
Streptococcus spp. 1 5,0%
Total 20 100%

Em 87,50% das amostras do lavado traqueal dos dois grupos foram isolados dois
ou mais microrganismos bacterianos. Das espécies de microrganismos isolados no
lavado do grupo GOT, 70,00% eram Gram positivas e 30,00% Gram negativas,
enquanto que no grupo GTT 71,43% eram Gram negativas e 28,57% eram Gram
positivas. A distribuicio dos microrganismos isolados nos grupos GOT e GTT

encontram-se nas tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4 - Prevaléncia dos microrganismos bacterianos isolados a partir do lavado
transoral (GOT) de 4 gatos sadios, no municipio de Patos-PB, em 2009.

Microrganismos bacterianos n’ Yo
Alloiococcus sp. 6 60,0%
Bordetella sp. 2 20,0%
Corynebacterium sp. 1 10,0%
1 10,0%

Pseudomonas sp.

Total 10 100%
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Tabela 5 - Prevaléncia dos microrganismos bacterianos isolados a partir do lavado
transtraqueal (GTT) de gatos sadios, no municipio de Patos-PB, em 2009.

Microrganismos bacterianos n’ %o

Pasteurella sp. 5 71,5%
Alloiococcus sp. 2 28,5%
Total 7 100%

4.2. Analise Citolégica

Os resultados da contagem e respectivos desvios padriao estdo descritos na
Tabela 6.

Os macréfagos (Figura 13) foram predominantes nos dois grupos, tendo a média
e desvio padrio de 22,75 + 27,50% nas laminas dos animais do grupo GOT e 38,33 +
12,22% nas 1aminas dos animais do grupo GTT. Houve diferencgas em relagdo as células
queratinizadas, presentes nas laminas do grupo GOT em quantidades elevadas, uma
média e desvio padrao de 27,75 + 10,21%, e ausentes nas laminas de lavado traqueal do
grupo GTT (Figura 14). As células pavimentosas, que mostraram-se em quantidades
elevadas no grupo GOT, média e desvio padrio de 25,75 + 27,90% e estiveram ausentes

nas laminas do grupo GTT.

Tabela 6. Contagem diferencial de células dos lavados traqueais dos grupos GOT e
GTT. Provenientes de 4 gatos sadios, no municipio de Patos-PB, em 2009.

Tipo celular Contagem diferencial
GOT GTT

Macréfago 22,75 + 27,50 38,33+ 12,22
Neutroéfilo 8,25+ 12,28 30,33 + 15,01
Células epiteliais cilindricas ciliadas 7,00 + 2,94 16,00 + 3,00
Células epiteliais ctibicas 4,50 + 5,06 11,33 + 8,08
Linf6cito 3,50 + 4,04 0,33 + 0,57
Células globosas 0,50 + 1,00 2,34 + 4,04
Plasmocito - 1,34 + 2,30
Células Pavimentosas ou fntegras 25,75 + 27,90 -—-

Células epiteliais queratinizadas 27,75 + 10,21 -
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Figura 13. Macréfago encontrado em Figura 14. Células epiteliais
lamina de lavado traqueal de animal queratinizadas em ldmina de lavado
do grupo GTT. Coloracao HE 1000x. traqueal de animal do grupo GOT.

Colorag@o HE 1000x.

Os neutréfilos (Figura 15) estiveram presentes em ambos os grupos, sendo que o
grupo GOT apresentou uma média de 8,25 + 12,28% enquanto que o grupo GTT
apresentou uma média de 30,33 + 15,01%, superior ao primeiro grupo.

As células epiteliais cilindricas ciliadas (Figura 16), o epitélio de revestimento

da traquéia, estiveram em maior quantidade nas ldminas do grupo GTT, uma média e

desvio padréo de 16,00+ 3,00%, e em menor quantidade nas ladminas do grupo GOT

(7,00 + 2,94%).

Figura 15. Neutréfilo encontrado em Figura 16. Célula epitelial cilindrica
lamina de lavado traqueal de animal ciliada encontrada em lamina de
do grupo GTT. Coloracao HE 1000x. lavado traqueal de animal do grupo

GOT. Coloracao HE 1000x.
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As células globosas (Figura 17) foram encontradas em menor quantidade nas
laminas de dois animais no grupo GOT (0,50 + 1,00%) e em um animal no grupo GTT
(2,34 + 4,04%).

Os linfécitos (Figura 18) estiveram presentes em maior quantidade nas laminas

do grupo GOT (3,50 + 4,04%) em relacdo as laminas do grupo GTT (0,33 + 0,57%).

Figura 17. Célula globosa Figura 18. Linfdcito jovem em
encontrada em lamina citolégica lamina citoldgica de lavado traqueal
de lavado traqueal de animal do de animal do grupo GTT. Coloragdo
grupo GTT. Coloracdo HE 1000x. HE 1000x.

As células cubicas (Figura 19) estiveram mais presentes nas laminas do grupo
GTT (11,33 + 8,08%) do que nas laminas do grupo GOT (4,50 + 5,06%).

Os plasmdcitos estiveram discretamente presentes nas laminas do grupo GTT
(1,34 + 2,30%), estando ausentes nas laminas do grupo GOT.

As bactérias encontraram-se em acentuada presenca e aderidas ao muco no

grupo GOT e ausentes no grupo GTT.

Figura 19. Células ctbicas em lamina

citolégica de lavado traqueal em animal

do grupo GTT. Coloracao HE 1000x.
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5. DISCUSSAO

A técnica transoral foi de mais facil realizacfo, devido ao fato de o cateter passar
pelo limen da sonda endotraqueal e por ndo oferecer maiores traumas no animal, como
visto também por Slatter (2007). Na técnica transtraqueal, t€m-se a dificuldade de
estabilizacdo da traquéia cervical dos felinos, pela pequena dimensao do érgio nessa
espécie, o que torna o procedimento mais complicado do que o primeiro.

O oxigénio, fornecido pela sonda endotraqueal na técnica transoral e por
mascara na técnica transtraqueal, foi fundamental para oferecer uma margem de
seguranca em relacdo a saturagdo de oxigé€nio no sangue, ocasionada pela competicdao
do liquido pelas trocas gasosas no parénquima pulmonar.

As temperaturas retais sofreram quedas na média nos dois grupos apds a coleta
das amostras, explicadas pelo uso da anestesia com propofol, que determina depressao
do centro termorregulador, que também foram relatadas em estudos feitos por Selmi
(2005).

As frequéncias respiratdrias estiveram elevadas antes da realizacdo das duas
técnicas, que pode ter sido ocasionado pelo estresse do animal no momento da
contengcdo e as condigcdes climdticas. Apds a realizacdo da técnica no grupo GTT,
observou-se um aumento na média deste pardmetro, que pode ser explicado pela menor
quantidade de fluido coletada aliada ao fato do uso da cetamina, que nao provoca
depressao ventilatéria significativa, porém aumenta a producao de secrecdes salivares e
traqueobronquicas (CORTOPASSI, 2002). Tais situagdes podem ter estimulado
mecanicamente a respiracdo, fato esse que no GOT foi deprimida pela lidocaina spray
aplicada antes da técnica.

As avaliagdes das técnicas de lavado traqueobrdnquico estdo baseadas no que
diz respeito ao grau de dificuldade na sua realizacdo e a contaminagdo do material
coletado. Foram tomadas medidas de assepsia nos dois grupos; no GOT, quanto a
minimizacdo do contato do tubo endotraqueal com a orofaringe, ¢ no grupo GTT na
tricotomia e desinfeccdo da 4rea a ser inserido o cateter. Apesar disso, as culturas dos
lavados dos dois grupos obtiveram bactérias que também foram isoladas a partir dos
swabs orais. Dentre as quais a Corynebacterium spp, Bordetella sp.,e Pasteurella spp., e

Alloiococcus sp.



32

2

A Alloiococcus sp. foi um achado consistente em ambos os grupos. E uma
bactéria Gram-positiva, descrita na literatura como causadora de afeccdes otoldgicas
cronicas em seres humanos (PEREIRA, 2004). Nao tendo sido relatada em animais,
cujas causas de otite estdo relacionadas a outros agentes como Staphylococcus spp.,
Pseudomonas sp., Proteus spp. € Escherichia coli (ROSSER, 2004; HARIHARAN et
al., 2006; OLIVEIRA et al., 2005).

Foi isolada nos lavados do grupo GOT a Pseudomonas sp., bactéria bastonete
Gram-negativa, portadora de flagelos polares e fimbrias, catalase e oxidase positivas, e
hemolitica, que estd associada a otites externas e cistites (DWIGHT, 2003). Amaral et
al. (1998) relaciona a Pseudomonas sp. ao trato comensal otolégico dos gatos, e seus
achados indicam potenciais patégenos oportunistas diante de fatores predisponentes
como excesso de pélos no ouvido e umidade.

A espécie Pasteurella sp., cocobacilo Gram negativo, imével, catalase e oxidase
positiva, foi isolada tanto nos swabs orais quanto nos lavados do grupo GTT. Corcoran
(2004), Jawetz (1950) e Shukla (2004) citaram essa bactéria como parte da flora
comensal da orofaringe dos animais, incluindo cées e gatos. Ela estd também associada
a pneumonias bacterianas em pequenos animais descritas por Larry (2008).

A Bordetella sp. foi um isolado comum nas amostras de swab oral e nos lavados
do grupo GOT. E uma bactéria de morfologia cocobacilar, Gram negativa, catalase e
oxidase positivas, e moveis por flagelos peritriquios (QUINN, 2005). Egberink (2009),
afirma que ela coloniza o epitélio ciliado dos felinos e estd relacionada a
broncopneumonias severas em animais jovens ou imunodeprimidos, fatores de estresse
também podem desencadear infecgdes virais associadas a2 mesma. O animal pode ser
portador assintomadtico da bactéria e ser um transmissor em potencial para outras
espécies de animais € homem.

Para Quinn (2005), a Corynebacterium spp., uma bactéria Gram positiva,
pleomérfica, pequena, e que aparecem em formas cocdides, de clavas ou bacilos
(morfologia corineforme), sdo catalase positivas e oxidase negativas e ndo formadoras
de esporos. Esta bactéria foi isolada nas amostras de swab oral e nos lavados do grupo
GOT. Achados esses compativeis com Shukla (2004), que estudou as bactérias
relacionadas a mordidas provenientes de gatos sadios em humanos, dentre as quais
encontram-se também inseridas a Pasteurella sp., Streptococcus sp., Staphylococcus
sp., Neisseria sp. e Moraxella sp. Incluindo as anaerdbicas Fusobacterium sp.,

Bacteroides sp., Prevotella sp. e Porphyromonas.



33

A obtencdo de amostras para citologia por meio do lavado traqueobronquial
mostrou-se eficaz nos dois métodos de coleta e constatou-se resultados condizentes com
os achados na literatura, relatados por Melchert et al. (2008).

O método de coloragdo realizado mostrou-se eficiente. E apesar de ndo se ter
relatos na literatura com este tipo de coloracdo para amostras de lavados traqueais, ela
forneceu boa visualizacdo das estruturas a serem estudadas. O pandptico consiste em
um conjunto de corantes que de acordo com a afinidade do tipo celular, basicos ou
dcidos, coram as células sanguineas. O método foi escolhido por ser de réapida
preparacgdo e praticidade (Azevedo, 2008).

Na citologia do grupo GOT, foi observada uma maior quantidade de bactérias
aderidas ao muco, células epiteliais queratinizadas, e células pavimentosas ou integras
provenientes da orofaringe, que corresponderam ao que Raskin & Meyer (2003)
descreveram como contaminacdo orofaringea. Essa contaminacdo estd descrita na
literatura por Slatter (2007), e € ocasionada no momento da intubag¢do do animal, onde o
epitélio da traquéia e bactérias da orofaringe sdo carreadas junto a sonda endotraqueal.

Os macrdfagos foram os achados mais predominantes nos dois grupos, seguidos
pelos neutréfilos. Foram achados menos expressivos os linfécitos e os plasmdcitos, o
que corrobora os achados encontrados na literatura (CORCORAN, 2004;
MCCULLOUG & BRINSON, 1999; PADRID, 2000).

Segundo Hib (2003), a funcdo dos macréfagos € de fagocitar particulas que
penetram nos pulmdes, com o ar inalado, como poeira e microrganismos. As vezes, 0s
macrofagos passam a cavidade dos alvéolos e sdo captados pelos cilios do epitélio
respiratdrio até a faringe, o que explica o encontro de grande quantidade de macréfagos
nas duas técnicas de lavado. Hawskins (1990) afirma que isso se deve ao fato de que
ocorre a recuperacdo de fluido das pequenas vias aéreas e alvéolos pelo lavado.

Sabe-se que os neutréfilos sdo as células de defesa mais mobilizadas na
inflamacdo (LEID & POTTER, 1985). Os neutréfilos foram expressivos nos dois
grupos, em menor quantidade apenas quando comparado aos macréfagos. Estas células
podem ser correlacionadas aos achados de bactérias nas laminas citoldgicas e podem
indicar a existéncia de infec¢des pulmonares subclinicas, descritas na literatura em cées

por Dambro et al. (1992).
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Foram observadas células cilindricas ciliadas e cuibicas nos dois grupos
estudados. A camada mucosa da traquéia possui um epitélio pseudo-estratificado
cilindrico ciliado chamado de epitélio respiratério, constituido por cinco tipos de
células: basais, as ciliadas, as caliciformes, as em escova e as granulares (HIB, 2003;
DERKSEN et al., 1989). As vias aéreas menores, ou bronquiolos, ndo apresentam o
suporte cartilaginoso presente na traquéia, e sdo constituidas por misculo liso revestidas
por epitélio cubdide ciliado e ndo ciliado (RASKIN & MEYER, 2003).

As células globosas, ou granulosas, estdo localizadas na parte basal do epitélio
da traquéia. No seu nucleo e base celular, existem granulos de secre¢do bastante densos,
repletos de catecolaminas e outras substancias, que em caso de hipdxia sdo secretadas
nos capilares da lamina prépria, elas s@o consideradas pertencentes ao sistema
neuroenddcrino difuso (HIB, 2003). Elas constituiram um achado pouco expressivo nos

dois grupos, estando de acordo com o observado por Raskin & Meyer (2003).
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6. CONCLUSAO

Conclui-se, com base na metodologia empregada e nos achados obtidos que:

Os achados microbioldgicos e citoldgicos sdo compativeis como pardmetros de
avaliagdo da eficicia e confiabilidade das técnicas de lavado traqueal.

Para o uso da técnica transoral, método menos invasivo e de mais ripida
realizacdo, deve ser obtido conjuntamente swab da cavidade oral.

A técnica transtraqueal, apesar de ter uma maior complexidade em sua
realizacdo, foi capaz de obter amostras mais confidveis tanto em relacdo aos tipos
celulares encontrados quanto aos microrganismos isolados.

A bactéria Alloiococcus sp. foi encontrada em todas as amostras de lavado
traqueal e de swabs da cavidade oral, por ser um microorganismo desconhecido no meio
veterindrio, constituiu um importante isolado, podendo-se correlacionar as otites
humanas com o felinos, tendo esses animais como reservatorios assintomaticos desse

agente.
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