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Utilizacdo de Gentamicina por Nebulizagcdo Associada a Cinesioterapia

Respiratéria no Tratamento da Doenca do Trato Respiratorio Inferior em Caes

Resumo

Atualmente, ndo existe um protocolo terapéutico definido para o tratamento de
infecdes respiratérias causadas por Bordetella bronchiseptica, pertencentes ao Complexo de
Doencas Respiratérias Infeciosas Caninas (CIRDC).

A infecdo por B. bronchiseptica € um diagnéstico clinico comum em caes,
especialmente naqueles provenientes de canis ou criadores, onde a densidade populacional
€ maior. A terapéutica atualmente aconselhada pelas diretrizes existentes consiste,
principalmente, na administragcdo empirica de doxiciclina por via sistémica, tratamento que
nem sempre se demonstra eficaz.

O presente estudo teve como objetivo contribuir para a elaboragdo de um possivel
protocolo terapéutico com recurso a administracdo de gentamicina por via aerégena na forma
de nebulizacdo. Para tal, foi estudado o caso clinico de uma cadela de 3 meses, Cavalier King
Charles Spaniel (CKCS), com doenca respiratoria causada por B. bronchiseptica, apresentada
ao Hospital Veterinario do Porto.

Foi observada uma incapacidade de alcancar a cura clinica apenas com a
administracdo de antibiéticos por via sistémica, complicado ainda pelo fato de a bactéria em
questdo apresentar resisténcia a multiplos antibioticos. Verificou-se que a cura clinica apenas
foi possivel quando se iniciou a administracdo de gentamicina por nebulizacdo, associada a
administracao de outro antibiético, neste caso azitromicina, por via sistémica.

Os resultados obtidos vém apoiar a importancia que a administracdo de gentamicina
por via aerégena, atraves de nebulizagdo, parece ter, mostrando-se muito eficaz no

tratamento de infecdes respiratdrias caninas causadas por B. bronchiseptica.

Palavras-chave: Bordetella bronchiseptica, cdo, Complexo de Doencas Infeciosas

Respiratorias Caninas (CIRDC), gentamicina, nebulizagéo



Use of Nebulized Gentamicin Associated with Respiratory Kinesiotherapy in

the Treatment of the Lower Respiratory Tract Disease in Dogs

Abstract

Currently, there is not a defined therapeutic protocol for the treatment of respiratory
infections caused by Bordetella bronchiseptica, belonging to the Canine Infectious Respiratory
Disease Complex (CIRDC).

B. bronchiseptica infection is a common clinical diagnosis in dogs, especially those
from kennels or breeders, where population density is higher. The therapy presently
recommended by the existing guidelines consists mainly of empirical systemic administration
of doxycycline, a treatment that is not always effective.

The aim of this study was to contribute to the elaboration of a possible therapeutic
protocol using gentamicin by nebulization. A clinical case of a 3-month-old Cavalier King
Charles Spaniel (CKCS) with respiratory disease caused by B. bronchiseptica, presented to
the Hospital Veterinario do Porto, was studied.

An inability to achieve medical cure with only the systemic administration of antibiotics
was observed, which was further complicated by the fact that the bacterium presented
resistance to multiple antibiotics. It was found that the clinical cure was only possible when the
administration of nebulized gentamicin was initiated, in association with the administration of
another antibiotic, in this case azithromycin, via the systemic route.

The results obtained support the importance that the administration of nebulized
gentamicin seems have, proving to be very effective in the treatment of canine respiratory

infections caused by B. bronchiseptica.

Keywords: Bordetella bronchiseptica, Canine Infectious Respiratory Disease Complex

(CIRDC), dog, gentamicin, nebulization



indice

AGradECIMENTOS .....coeiiiiiieeeeei ettt ettt et e e iii
LY STST U 0 T PP PTPPT v
ADSITACT . ... %
LISTA 8 FIQUIAS ... ettt (¢
LiSta 08 TADEIAS ......eeeeeiiieeiii e X
LiSta A€ ADIEVIBLUIAS . ......ciiiiiiiitiie ettt e e e e e a e e e e e Xi
Relatorio de EStAQIo CUMICUIAT ..........cooiiiiiiiie e e e e e e eee s 1
Parte 1: ReViSA0 BibliografiCa.......cccocoiiiiiiiiiici e 2
1. Complexo de Doencas Respiratorias Infeciosas Caninas................eeeveeremmmmrmemmemmmnmnnnnnns 2
1.1, EHOPAIOGEIIA ..ot 2
0 O B o [T 0| (=T = L PP PP PP PP PPPPPPPPPPP 3
1.1.1.1.  Virus Parainfluenza Canino 2 ...........oooiiiiiiiiiiieeiiiiieee e 3
1.1.1.2.  AdenoVirus Canino TiPO 2 ........eeeeieeeiiiiiiiiieieeae e e e et ee e e e e e s e airereeeaaaeeaaann 3
1.1.1.3. Virus da ESgana CaniNa............cuuuuiiiiiieiiiiiiiice e 3
1.1.1.4. HerpesVirusS CaniNO ........cciieeeeiiiiiiiiiie e eee et e e s e e e e e e e e et a e e e e e 4
1.1.1.5.  Virus INfluenza Canino .............eeeiiiiiiiiiiiiiieie e 4
1.1.1.6.  Coronavirus Respiratdrio CaniNO...............cuuuiiiiiiiieeeiiieiee e 4
1.1.1.7.  PReumOViruS CanINO .........ccuuumriiiieeeiaiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e 5
1.1.2.  AQeNteS BACIEIANOS .......ccciiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 5
1.1.2.1. MYCOPIASIMA CYNOS ....eevieiitiiiiieieeeeeeeeeeeeee bbbttt seeeeeseaneeennes 5
1.1.2.2.  Streptococcus equi SUbSp. ZOOEPIAEMICUS .........ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee 6
1.1.2.3. Bordetella bronChiSEPLICA. ........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 6

2 o] (o [T o1 o] (oo | - VPSR 6
I0RC TR I I = o | o 1 1o o LR 7
1.3.1.  SINAIS CHNICOS. ...ttt e e e e e a e e e e e 7
1.3.2.  Caracteristicas LaboratoriaiS...........ccuuiiiiiiiiiiiiiieee e 8
1.3.3. IMAGIOIOQIA. ....cceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 8
1.3.4. Amostras Respiratérias e Diagnostico Molecular ............ccccceeeiiieiiiiiiiiiiiinneeen, 8

Vi



IO S I 7= 1 7= 1 0 1] 01 (N 10

1.4.1. Monitorizagao do TratamMeNTO ........ccceeeiiieeee e 11
T £ Y Tt (o PRSPPI 12
G T = (0T [ 01 1o PP 12
N = To) (o 1= =] | Fo W o] £ o Ted aTEST=T o] 1] o= WP 13
2.1, GeNEro Bordetella..........ooiiiiiiiiiiiiiiiic e 13
A R O 1 - 101 (=] 1 7.4 1o~ Lo I 13
2.3. Classificagdo Taxonomica de Bordetella bronchiseptica ............ccccvvvieviiiiniiiiiinnee. 14
2.4, PAlOQENESE ... i ittt ettt e e e e e rr e e e e e e e nnree e 15
2.4.1.  Fatores de VIFUIBNCIA.........uuuiiiiiiiiiiiiiii e 15
24.1.1. Hemaglutinina FilamentoSa ...............uuuuuuiimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeees 16
2402, FIMDIIBS ...t 17
2.4.1.3. Pertactina e Outros AutotransportadoresS.............oeuviiiiiieeeeeeeeiiiiceee e eeeeeeaanns 17
2.4.1.4. Sistema de SecreGao TIPO Hl.......uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 18
2.4.15.  Toxina ADenilato CiCIASE ........ccoiiiiuiiiiiiiiiee e 18
2.4.1.6.  TOXINA DEIMONECIOLICA. .. ..eviieeiiiiiiiiieie ettt 19
2.4.1.7.  LipOPONSSACANUO .. ...eiiiiiiiiiee ettt a e e e e 19
2.4.1.8.  CitotOXiNA TrAQUEAL. ........uuuuuiuniiiiiiiiiiiiiii b eeeeeeneee 19
2.4.1.9.  BIOFIMES ... 20

2.5. Resisténcia AntimiCrobDIANa ..........cooiiiiiiiiiii 20
2.5.1. Suscetibilidade AntiIMICroODIANE. ...........uuuuuiiiiiiiiii s 20
2.5.2. Mecanismos de Resisténcia Antimicrobiana ............ccccccooviiiiiiiiiiiiieeee 21
2.5.2.1.  TetraCiCliNaS .........uuuuuuiiiiiiiiiiii e 21
2.5.2.2.  Sulfonamidas € POteNCIAdOrES ..............uuuuummmmmimiiiiiiiiiiiiiie e 21
2.5.2.3.  Aminoglicosideos € AMINOCICIILOIS ............uuuumuummmmmnnnnniininnininnnnneeennennnnannneanees 22
2.5.2.4.  ANFENICOIS ... .uuuuiiiiiiiii e ————— b ———a—————a—aa 22
2.5.2.5.  B-LACIAMICOS ... .uuiiiiiiiiiiiiiii e 22
Parte 2: EStUAO 08 CAS0 .....cooiuiiiiiiiiiiee ettt e e e e e et e e e e e e e 23
I @ o] 1= 1AV 0 o [0 =1 (1 o [ 1P 23

vii



2. MaAtErial € METOUOS ... oo e e e et 23

3. ApresentaG8o dO Cas0 ClMICO .......uiiiiiiiiiiiiiii e 23
T I o 115 (o = W (=T [ (=TT T- USSR 23
3.2, EXAIME FUSICO .eiiiiiiiiiiitei ettt 24
3.3, DiagnGstiCOS DIfErENCIAIS ... ..ciieeeeieeeeicee et e e e e e e e aaaane 25

G TR R 101 ] T 25
G0 T2 1= o] T = USRS 25
I B T To | [0 ] oo TP RO TP PP PPPPPPPPPPPR 26
IR T =1 = 0 <] (o PSP PP PRRPPPPPTPTTN 28
3.6, REAVAIAGOES. ....ciiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 29
3.7 SCOME ClIMICO. ..ciiiiie ittt e e e e e e st e e e e e e e e s et b e e e e e aaeeeaann 36

0. DUSCUSSAOD ...ttt ettt e ettt e e ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e e e 42

L0, CONCIUSBO. ...ttt e e e e et e e e e e e a e e e e 49

11, TrabalNo FULUIO ...occoeiiee et e e e e e e e e 49

(2] o][ToTe = 1T PP 50

AANBXOS ...ttt e et e e e et e e e et e e rnnrrn e e e e e ennnn 62
Anexo 1: Hemograma de dia 12/1/2019........uuuuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiieineneeenenneeaeeeeeenenennnee 62
Anexo 2: Hemograma de dia 24/1/2009.........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaeiieenieeeneeereeneeeeeeeeeeaenee 63
Anexo 3: Hemograma de dia 28/1/2019.........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieieiiieneeeeeeieseeaeeeeeeeeeeaneee 64
Anexo 4 Hemograma de dia 11/2/2019.........uuuuuuuummiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiineneeeeieenneeaeeeeeeeeeenenees 65
Anexo 5: Hemograma de dia 6/3/2019..........oo i 66
Anexo 6: Hemograma de dia 2/5/2019..........i i 67
Anexo 7: Cultura, TSA e Citologia do dia 15/1/2019 ......ccooeeiiiiiiiie e 68
Anexo 8: Cultura, TSA e Citologia do dia 31/1/2019 ......cooiiiiiiiiii e 69
Anexo 9: Cultura, TSA e Citologia do dia 7/3/2019 ........coiiiiiiiii e 71
Anexo 10: Cultura, TSA e Citologia do dia 29/3/2019 ...........uuuuiimimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinennanns 72
Anexo 11: Cultura, TSA e Citologia do dia 18/4/2019 ............uuuumiimmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 73

viii



Lista de Figuras

Figura 1. Etapas sequenciais do sistema regulador BvgAS (adaptado de Mattoo and Cherry
0240101 ) TSP RPN UPUPPRRRRR 16
Figura 2. Raio-X torécico laterolateral realizado a 5/1/2019..........ccccuveeiiieiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 24
Figura 3. Raio-X toracico laterolateral (a esquerda) e ventrodorsal (a direita) realizado a

L2/T72009. oo e e e e e e ———aaee e e e et ——raaaeeaaaannrar—araaaeeaaaaas 27
Figura 4. Raio-X toracico laterolateral (a esquerda) e ventrodorsal (a direita) realizado a
251112009, .o — e e e e e e e ————aaeea e e e —————taaaeeaaaanrrraraaaeeaaaaas 29
Figura 5. Raio-X toracico laterolateral (a esquerda) e ventrodorsal (a direita) realizado a
BI2/2019. ...eeeeeeeee e e et a e e e e e e e ——————aaeea e e e e ————aaaeeeeaaanarr—araaaeeeaaans 30
Figura 6. Raio-X toracico laterolateral (a esquerda) e ventrodorsal (a direita) realizado a
L2/212009. oo — e e e e e —————aaee e e e e e —————aaaeeaaaan—rr—araaaeeeaaans 31
Figura 7. Raio-X toracico laterolateral (a esquerda) e ventrodorsal (a direita) realizado a
ST 0 ) K PSR SSPUPPRRRRR 32
Figura 8. Raio-X toracico laterolateral (a esquerda) e ventrodorsal (a direita) realizado a
ST AT 20 L TP UP PRSPPI 33
Figura 9. Raio-X toracico laterolateral realizado a 2/5/2019.........ccccoeeeeiiiiiiiiiiin i, 34
Figura 10. Timeline do Caso CHNICO. .........uuiiiiiieiiiieicee e e 35


file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153405
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153405
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153406
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153407
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153407
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153408
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153408
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153409
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153409
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153410
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153410
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153411
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153411
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153412
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153412
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153413
file:///C:/Users/marga/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/pasta%20a%20mandar%20por%20mail/UTILIZAÇÃO%20DE%20GENTAMICINA%20POR%20NEBULIZAÇÃO%20ASSOCIADA%20A%20CINESIOTERAPIA%20RESPIRATÓRIA%20NO%20TRATAMENTO%20DA%20DOENÇA%20DO%20TRATO%20RESPIRATÓRIO%20INFERIOR%20EM%20CÃES.docx%23_Toc60153414

Lista de Tabelas

Tabela 1. Caracterizacdo das trés principais espécies do género Bordetella (adaptado de
LCT=T g P Tod g =Y AT 2200 ) ) PP 14
Tabela 2. Classificagcao da evolucao das caracteristicas radiogréficas ...............cccoeeeeeeeen. 36
Tabela 3. DefinicAo dos parametros de classificagdo das caracteristicas radiograficas e
PONTUAGEO COIMESPONUENTE ... ettt nsssnnnnes 39
Tabela 4. Classificacao da evolugao dos Sinais CliNICOS. ...........ceiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 40
Tabela 5. Definicdo dos parametros de classificagdo das caracteristicas radiograficas e
PONTUAGEAOD COIMESPONUEINEE ... .ttt 40
Tabela 6. Estabelecimento do score clinico correspondente a classificacéo dos raio-X e sinais
(0] T 0 1 41



Lista de Abreviaturas

ACT — Toxina Adenilato Ciclase

ADP — Adenosina Difosfato

ATP — Adenosina Trifosfato

BID — Duas vezes ao dia

CAMV - Centro de Atendimento Médico-Veterinario
CAV-1 — Adenovirus Canino tipo 1

CAV-2 — Adenovirus Canino tipo 2

CDV - Virus da Esgana Canino

Cél/L — Ceélulas por litro

CHV — Herpesvirus Canino

CIRDC — Canine Infectious Respiratory Disease Complex
CIV = Virus Influenza Canino

CKCS - Cavalier King Charles Spaniel

CnPnV — Pneumovirus Canino

CPIV-2 — Virus Parainfluenza Canino 2

CRCoV - Coronavirus Canino

CT - Citotoxina Traqueal

DMVM - Doenga Mixomatosa da Valvula Mitral

DNA — Deoxyribonucleic Acid ou Acido Desoxirribonucleico
DNT — Toxina Dermonecrotica

FHA — Hemaglutinina Filamentosa

FIM — Fimbria

HVP — Hospital Veterinario do Porto

IL-10 — Interleucina 10

IL-1a — Interleucina 1a

ISCAID — International Society for Companion Animal Infectious Disease
IV — Endovenoso

LBA — Lavagem Broncoalveolar

LET — Lavagem Endotraqueal

LL - Laterolateral

LPS — Lipopolissacérido

LTT — Lavagem Transtraqueal

MIC — Minimal Inhibitory Concentration ou Concentracado Minima Inibitéria
MDR — Multirresisténcia a farmacos

NaCl 0,9% — Cloreto de Sédio a 0,9%

Xi



PaO; — Pressdao Parcial de Oxigénio

PCR - Polymerase Chain Reaction

PDR — Pan-resisténcia a farmacos

Pi — Fésforo inorgénico.

PO — Per os (via oral)

gPCR — PCR quantitativo

RNA — Ribonucleic Acid ou Acido Ribonucleico

RT-PCR - Real Time Polymerase Chain Reaction

SID — Uma vez ao dia

SOS — Emergéncia

SST3 — Sistema de Secrec¢éo Tipo 3

TID — Trés vezes ao dia

TNF — Tumoral Necrotic Factor ou Fator de Necrose Tumoral
TSA — Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos
UFC/mL — Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro
VD - Ventrodorsal

XDR — Resisténcia extensa a farmacos

xii



Relatdrio de Estagio Curricular

A presente dissertacao € baseada na atividade realizada durante o Estagio Curricular
no Hospital Veterinario do Porto (HVP), entre os dias 2 de setembro de 2019 e 28 de fevereiro
de 2020, tendo tido a duracéo total de 1040 horas.

O estagio foi realizado na area cientifica de Clinica e Cirurgia de Animais de
Companhia, sob orientacdo do Doutor Luis Lobo e coorientagdo da Doutora Constanca
Pomba, tendo as atividades sido desenvolvidas segundo turnos rotativos, de 8 ou 12 horas
diarias. Estes incluiam trabalho diurno, noturno, fins-de-semana e feriados, alocados em
Internamento, Consultas e Cirurgia/Anestesia. Durante este periodo foi possivel contactar
com diversas areas da Medicina Veterinaria, como Anestesiologia, Cardiologia, Medicina
Interna, Oncologia, Oftalmologia, Ortopedia.

No servigo de Internamento, foi feito o apoio ao Médico Veterinario, enfermeiros e
auxiliares responsaveis na realizacdo de exames clinicos aos pacientes internados,
alimentacdo e passeio destes, além de auxilio na realizagdo dos exames de diagndstico
complementares necessarios para o acompanhamento da sua evolugdo. Foram realizadas
recolhas de sangue para hemograma, analises bioquimicas, testes de coagulacdo e testes
rapidos de diagnostico de leishmaniose e dirofilariose, por exemplo, bem como recolha de
urina e posterior urianalise com tira e refratbmetro. Além disso, acompanhou-se a realizagcédo
de exames imagioldgicos variados como ecografias, raio-X e Tomografia Axial Computorizada
(TAC), auxiliando no correto posicionamento e contencdo dos pacientes. Foi também possivel
realizar altas de pacientes internados na qual eram preparadas as receitas médicas e os
medicamentos prescritos.

No servigo das Consultas, foi feito o acompanhamento dos médicos em consultas de
rotina, de acompanhamento, de referéncia, segundas opinides e consultas de urgéncia.
Durante este escalonamento foi possivel discutir os casos clinicos com os médicos, apés a
realizagdo das consultas, de modo a entender melhor o raciocinio médico desde a anamnese
ao diagnéstico e posterior tratamento.

Durante o servico de Cirurgia/Anestesia foi possivel acompanhar todos 0s processos,
desde preparacao dos pacientes e do campo cirlrgico, incluindo entubacéo, colocacéo de
cateter, tricotomia e assepsia, monitorizacao anestésica, atuar como ajudante de cirurgiao e
acompanhar o0s animais no periodo pds-operatorio. As cirurgias assistidas incluiram
castracdes (ovariohisterectomia e orquiectomia), cirurgias ortopédicas (resolucdo de fraturas
e hérnias discais), urgéncias (remocdo de corpo estranho), cirurgias cardiotoracicas
(valvuloplastia aértica e pulmonar, colocacdo de pacemaker, resolucdo de persisténcia do
ducto arterioso), cirurgias oncologicas (mastectomia e remoc¢do de tumores hepaticos,

intestinais e esplénicos), entre outras.



Parte 1. Revisao Bibliogréafica
1. Complexo de Doencas Respiratorias Infeciosas Caninas

O Complexo de Doencas Respiratérias Infeciosas Caninas (Canine Infectious
Respiratory Disease Complex ou CIRDC), também conhecido como Traqueobronquite
Infeciosa Canina ou Tosse do Canil, € uma das doencas infeciosas caninas mais comuns a
nivel mundial (Buonavoglia and Martella 2007). Este complexo representa uma infecdo do
trato respiratorio superior, caracterizada pelo aparecimento agudo de tosse seca, ligeira a
grave, acompanhada de corrimento nasal e/ou ocular que, dependendo de determinados
fatores de complicacdo, pode evoluir para uma infecdo do trato respiratorio inferior
(Buonavoglia and Martella 2007; Lépez and Martinson 2017; Reagan and Sykes 2020).

1.1. Etiopatogenia

A etiologia do CIRDC é complexa e multifatorial, incluindo diversos agentes
patogénicos, virais e bacterianos, e no qual fatores ambientais e fatores intrinsecos ao
hospedeiro contribuem para a gravidade, suscetibilidade e persisténcia da doenca (Priestnall
et al. 2014; Mitchell et al. 2017; Day et al. 2020).

Os agentes patogénicos que tradicionalmente estdo associados ao CIRDC séo a
bactéria Bordetella bronchiseptica e os virus Virus Parainfluenza Canino 2, Adenovirus
Canino tipo 2, Virus da Esgana e Herpesvirus Canino (Day et al. 2020; Dear 2020). No
entanto, com o avancgar das tecnologias de detecdo molecular, tém vindo a ser identificados
novos e emergentes agentes patogénicos (Pesavento et al. 2008; Priestnall et al. 2014). Além
da melhoria dos métodos de diagnéstico, também o uso rotineiro de vacinas e antibiéticos
parece ter influenciado a prevaléncia dos agentes envolvidos no CIRDC, ao exercer uma
pressao seletiva sobre os mesmos (Priestnall et al. 2014).

Os agentes emergentes incluem o Virus Influenza Canino (Priestnall et al. 2014), o
Coronavirus Respiratdrio Canino (Mitchell, Brooks, et al. 2013; Priestnall et al. 2014; Mitchell
et al. 2017), o Pneumovirus Canino (Mitchell, Cardwell, et al. 2013; Priestnall et al. 2014) e as
bactérias Mycoplasma cynos (Priestnall et al. 2014) e Streptococcus equi subespécie
zooepidemicus (Pesavento et al. 2008; Quinn et al. 2011; Priestnall et al. 2014).

As co-infe¢des, com dois ou mais destes agentes patogénicos, sdo comuns (Viitanen
et al. 2015; Day et al. 2020), podendo estes atuar sinérgica ou sequencialmente, aumentando
a gravidade da doenca (Lappin et al. 2017).

A transmissao dos agentes associados ao CIRDC ocorre, principalmente, através de
aerossois (Joffe et al. 2016; Reagan and Sykes 2020), podendo também ocorrer através do

contato direto com animais infetados (Joffe et al. 2016).



1.1.1. Agentes Virais
1.1.1.1. Virus Parainfluenza Canino 2

O Virus Parainfluenza Canino 2 (CPIV-2), pertencente a familia Paramyxoviridae, sub-
familia Rubulavirinae, € um virus RNA de cadeia simples de polaridade negativa e com
envelope (Carter and Wise 2005; Reagan and Sykes 2020). O CPIV-2 é um conhecido agente
patogénico do aparelho respiratério (Day et al. 2020) e também um importante contribuidor do
CIRDC (Joffe et al. 2016).

As infecbes pelo CPIV-2 tém elevada morbilidade em locais onde a densidade
populacional é também alta, isto porque o virus ndo sobrevive muito tempo no ambiente (Day
et al. 2020).

A infecdo ocorre ao nivel do epitélio respiratorio superior (Sykes 2014a; Reagan and
Sykes 2020), levando ao aparecimento de sinais clinicos (tosse seca e grave, com ou sem
pirexia e corrimento nasal) que podem durar até uma semana, a ndo ser que ocorram infecdes
secundarias por outros agentes patogénicos (Viitanen et al. 2015; Day et al. 2020; Reagan
and Sykes 2020).

1.1.1.2. Adenovirus Canino Tipo 2

O Adenovirus Canino tipo 2 (CAV-2) foi identificado, pela primeira vez, em 1962 por
Ditchfield et al., ap6s a ocorréncia de um surto de laringotraqueite numa populacéo de cées.

O CAV-2, virus sem envelope, pertencente a familia Adenoviridae, género
Mastadenovirus, esta intimamente relacionado, em termos estruturais, com o virus da hepatite
infeciosa canina (Adenovirus Canino tipo 1 ou CAV-1), existindo imunidade cruzada entre
ambos (Day et al. 2020; Reagan and Sykes 2020).

No entanto, enquanto o CAV-1 causa doenca sistémica, a infe¢cdo pelo CAV-2 esta
limitada ao aparelho respiratério, onde infeta as células epiteliais ndo ciliadas dos brénquios,
as células epiteliais da mucosa nasal, faringe e criptas tonsilares, as células mucosas da
traqueia e brénquios e ainda as células epiteliais alveolares tipo 2 (Sykes 2014a; Day et al.
2020). As infecdes pelo CAV-2 séo, por norma, ligeiras e autolimitantes a ndo ser que ocorram

infecdes secundarias (Day et al. 2020).

1.1.1.3. Virus da Esgana Canina

O Virus da Esgana Canina (CDV) é um virus com envelope de RNA de cadeia simples
de polaridade negativa, pertencente a familia Paramyxoviridae e ao género Morbilivirus
(Reagan and Sykes 2020).

A infecéo tem inicio nas células linféides do aparelho respiratorio, disseminando-se,
posteriormente, para as células epiteliais de varios 6rgaos e para o sistema nervoso central,

através da via linfatica (Ford 2012).



Os sinais clinicos aparecem 10 dias ap6s infecao e incluem tosse de origem aguda,
corrimento nasal e ocular, dispneia, diarreia, vomitos e hiperqueratose das almofadas
plantares e do nariz (Day et al. 2020). O CDV, ao contrario dos outros agentes patogénicos

respiratdrios, provoca linfopénia (Day et al. 2020).

1.1.1.4. Herpesvirus Canino

O Herpesvirus Canino (CHV) é um virus com envelope e DNA de cadeia dupla,
pertencente a familia Herpesviridae (Day et al. 2020; Reagan and Sykes 2020).

Este virus pode ser transmitido através do aparelho respiratério (contato direto com
secrec¢des oronasais) ou do aparelho genital (via transplacentaria ou durante o parto) (Greene
2012), deslocando-se depois para os ganglios onde se torna latente (Day et al. 2020). Quando
o animal sofre uma diminuicdo da imunidade, seja por stress ou tratamento imunomodelador,
0 virus pode sofrer reativacéo e tornar-se novamente infecioso (Kumar et al. 2015).

Os cachorros recém-nascidos sdo mais suscetiveis a infe¢des fatais do que cachorros
com mais de duas semanas de idade, que podem desenvolver apenas traqueite ou bronquite,
com sinais clinicos ligeiros ou inaparentes (Greene 2012). J4 em caes adultos, o CHV pode

provocar doenca respiratoria superior, genital e/ou ocular (Kumar et al. 2015).

1.1.1.5. Virus Influenza Canino

O Virus Influenza Canino (CIV) pertence a familia Orthomyxoviridae, género
Alphainfluenzavirus, e € um virus com envelope e RNA de cadeia simples, de polaridade
negativa (Day et al. 2020; Reagan and Sykes 2020).

O CIV foi detetado, pela primeira vez, em 2004, num surto de doenga respiratoria numa
populacao de galgos na Florida (Crawford et al. 2005). Posteriormente, em 2007, foi detetado
outro subtipo de CIV, H3N2, no sudeste da Asia, também associado a doenca respiratdria em
cdes (Voorhees et al. 2017; Day et al. 2020).

A infecdo pelo CIV pode ser subclinica ou, por outro lado, predispor ao
desenvolvimento de infecBes bacterianas secundarias e ao aparecimento de sinais clinicos,
como tosse, febre e corrimento oculo-nasal, ao provocar inflamacao e necrose do epitélio
respiratorio ciliado (Crawford et al. 2005; Castleman et al. 2010; Priestnall et al. 2014). Os
cdes podem desenvolver traqueite e bronquite hiperplasica com envolvimento das glandulas

submucosas, além de pneumonia (Crawford et al. 2005; Castleman et al. 2010).

1.1.1.6. Coronavirus Respiratério Canino

O Coronavirus Respiratorio Canino (CRCoV) € um virus com envelope, RNA de cadeia
simples, pertencente a familia Coronaviridae e ao género Betacoronavirus (Day et al. 2020).
Apesar de pertencer a mesma familia que o Coronavirus Entérico Canino, o CRCoV, difere

deste genética e antigénicamente (Erles et al. 2003; Priestnall et al. 2014; Day et al. 2020).
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O CRCoV é mais importante nas fases iniciais de CIRDC, levando ao aparecimento
de sinais respiratorios ligeiros a moderados (corrimento nasal, tosse e espirros) (Erles et al.
2003; Erles and Brownlie 2008; Mitchell, Brooks, et al. 2013).

Este virus tem tropismo para o epitélio respiratorio, onde provoca alteracdes ao nivel
das narinas e perda e dano do epitélio respiratério ciliado da traqueia, acompanhado por
marcada resposta inflamatoéria (Mitchell, Brooks, et al. 2013). Estas altera¢cdes podem
predispor a doenca mais grave ao facilitar o desenvolvimento de infegbes secundarias (Sykes
2014a).

1.1.1.7. Pneumovirus Canino

Em 2010, Renshaw et al. isolaram um virus desconhecido, até a altura, e, através de
estudos moleculares, identificaram-no como pertencendo a familia Pneumoviridae, sub-
familia Pneumovirinae, género Orthopneumovirus, nomeando-o, mais tarde, como
Pneumovirus Canino (CnPnV) (MacLachlan and Dubovi 2017).

Este virus foi identificado em cdes com doencga respiratoria aguda e em alguns cées
assintomaticos, no entanto, ainda nao foi possivel identificar o papel do mesmo na patogenia
de CIRDC (Renshaw et al. 2011; Mitchell, Cardwell, et al. 2013; Day et al. 2020).

1.1.2. Agentes Bacterianos
1.1.2.1. Mycoplasma cynos

As bactérias pertencentes ao género Mycoplasma spp. sao organismos fastidiosos,
sem parede celular mas envolvidos por uma bicamada lipidica, que colonizam, entre outras,
as membranas mucosas do trato respiratorio e genital de varios animais (Chalker et al. 2004).
Muitas bactérias pertencentes ao género Mycoplasma spp. sdo comensais do trato
respiratorio e, portanto, o seu papel em CIRDC ainda néo é claro (Joffe et al. 2016; Jambhekar
et al. 2019; Reagan and Sykes 2020).

A M. cynos tem sido o Unico micoplasma associado, de forma significativa, a doenga
respiratoria em caes (Jambhekar et al. 2019) e sabe-se que coloniza o trato respiratério de
cdes saudaveis e doentes (Chandler and Lappin 2002; Ericsson et al. 2016), principalmente
em animais com sinais moderados de doenca (Chalker et al. 2004). A sua atividade
patogénica leva a destruicdo do epitélio respiratério ciliado e & quimiotaxia de neutréfilos e
macroéfagos para o interior dos alvéolos (Rosendal and Vinther 1977).

Esta bactéria € mais frequentemente isolada a partir de animais mais novos do que de
animais mais velhos (Chalker et al. 2004). No entanto, uma vez que é dificil reproduzir o seu
crescimento em meio de cultura, o seu diagnostico é dificil e pode resultar em falsos negativos
(Day et al. 2020).



1.1.2.2. Streptococcus equi subsp. zooepidemicus

A Streptococcus equi subsp. zooepidemicus € uma bactéria B-hemolitica, conhecida
por causar doenca esporadica em caes (Day et al. 2020).

Apesar de poder causar doenca respiratéria superior com sinais semelhantes a
CIRDC, como corrimento nasal e tosse humida, a infe¢do por S. equi subsp. zooepidemicus
esta mais frequentemente associada a casos de broncopneumonia hemorragica e fibrino-
supurativa aguda (Priestnall et al. 2010; Greene and Prescott 2012). De fato, as lesGes
hemorragicas séo frequentes e sugerem a existéncia de acdo de exotoxinas que, atuando
como super-antigénios, provocam danos ao nivel da vasculatura pulmonar e,
consequentemente, levam a perda de fibrina, a edema e a hemorragia generalizada (Priestnall
et al. 2014; Day et al. 2020).

Larson et al. (2011) sugeriram que a S. equi subsp. zooepidemicus se trata de um
agente patogénico oportunista que contribui para a maior gravidade do CIRDC, ao
observarem que, apesar deste organismo poder ser isolado a partir de animais clinicamente

saudaveis, animais co-infetados com o CIV demonstravam sinais clinicos mais graves.

1.1.2.3. Bordetella bronchiseptica

A B. bronchiseptica, cocobacilo Gram negativo aerébio, € um dos principais agentes
do CIRDC, podendo aumentar a gravidade da doengca em animais afetados simultaneamente
com um agente viral (Ford 2012; Reagan and Sykes 2020). Apesar disso, a B. bronchiseptica
pode estar presente tanto em cdes com sinais clinicos, como tosse e corrimento nasal, como
em caes saudaveis, gracas a capacidade de autorregular a sua viruléncia (Ford 2012).

Esta é uma bactéria altamente contagiosa, cuja patogenia se deve a uma variedade
de fatores de viruléncia que inicialmente lhe permitem aderir ao epitélio respiratério ciliado dos
seus hospedeiros e, posteriormente, comprometem a funcéo das defesas imunitarios do trato
respiratorio dos mesmos (Ford 2012). Este comprometimento provoca uma alteracéo ao nivel
do aparelho mucociliar, levando a uma acumulacdo excessiva de muco e predispondo o
hospedeiro a infe¢des por agentes patogénicos secundarios oportunistas (Reagan and Sykes
2020).

Dada a maior importancia deste agente patogénico no caso clinico estudado, este sera

descrito com maior detalhe no capitulo seguinte.

1.2. Epidemiologia
O CIRDC é uma importante causa de morbilidade a nivel mundial e, dada a sua
natureza altamente contagiosa, a ocorréncia de surtos € mais comum em locais com maior

densidade populacional, como abrigos e canis, sendo mais provavel que os mesmos sejam



de maior gravidade nestes locais (Chalker et al. 2004; Buonavoglia and Martella 2007; Mitchell
et al. 2017).

Apesar do CIRDC afetar animais de todas as idades, os animais mais jovens séo,
normalmente, mais sensiveis, ja que possuem um sistema imunitario naive e que,
provavelmente, ainda ndo foram vacinados nem expostos a nenhum dos agentes envolvidos
neste complexo (Ford 2012; Joffe et al. 2016).

A imunidade adquirida, apds recuperagdo de uma infecéo, € dificil de estabelecer uma
vez que o CIRDC inclui um vasto espetro de agentes patogénicos que podem atuar em
sinergia (Ford 2012; Lappin et al. 2017).

1.3. Diagnostico

O diagnéstico do CIRDC deve ser iniciado com a recolha de uma histéria clinica
completa e a realizagdo de um exame fisico minucioso (Lappin et al. 2017; Singleton et al.
2019; Reagan and Sykes 2020). Uma histéria pregressa associada a alojamento em locais
com elevada densidade animal, como um canil ou um abrigo de caes, ou a contato proximo
com outros animais, pode levar a suspeita de doenca pertencente ao CIRDC, uma vez que a
maioria dos agentes sao transmitidos através de aerossois (Day et al. 2020; Reagan and
Sykes 2020).

A identificacdo de um agente do CIRDC, com sinais clinicos concordantes, pode
indiciar o seu envolvimento (Reagan and Sykes 2020). No entanto, deve sempre considerar-
se a possibilidade de co-infecdes e ter em conta que resultados negativos ndo excluem a

presenca de outros agentes, como acontece com o CDV (Reagan and Sykes 2020).

1.3.1. Sinais Clinicos

Os agentes pertencentes ao CIRDC causam doenca respiratéria superior, subclinica
a ligeira, podendo os sinais clinicos persistir, geralmente, até duas semanas (Reagan and
Sykes 2020).

O sinal clinico caracteristico do CIRDC é o aparecimento agudo de tosse paroxistica,
com ou sem a presenca de espirros, nas fases iniciais da doenca (Chalker, Brooks, et al. 2003;
Lappin et al. 2017; Reagan and Sykes 2020). Além disso, e dependendo do agente infecioso
envolvido na patogénese, os cées afetados podem apresentar corrimento nasal e/ou ocular
(Lappin et al. 2017).

Nos casos em que a progressao da doencga é complicada por infe¢cdes bacterianas
secundarias, os animais podem apresentar febre, letargia, diminui¢cdo do apetite e taquipneia,
podendo haver progresséo para pneumonia e morte (Chalker, Brooks, et al. 2003; Lappin et
al. 2017). Outros sinais de pneumonia bacteriana s&o a presenca de fervores ou aumento do

murmuario vesicular a auscultagéo toracica (Lee-Fowler and Reinero 2012).



1.3.2. Caracteristicas Laboratoriais

Geralmente, o0 hemograma, os parametros bioquimicos e a urianalise, apresentam
valores normais (Reagan and Sykes 2020). Por outro lado, 0 hemograma pode dar indicacdo
de inflamacgéo (leucocitose com neutrofilia com desvio & esquerda e linfopénia) (Reagan and
Sykes 2020), principalmente se tiver havido evolugdo para pneumonia bacteriana (Ford 2012;
Viitanen 2017).

Pode ainda haver um grau variavel de hipoxémia, com valores de pressao parcial de
oxigénio (PaO.) baixos, uma vez que, devido & acumulagdo de secregdes ao nivel dos
alvéolos, as trocas gasosas ndo sado realizadas de forma eficiente (Wingfield et al. 1997,
Viitanen 2017).

1.3.3. Imagiologia

A realizacao de raio-X toracicos tem uma importancia vital para avaliar a extensdo da
doenca a nivel pulmonar e a existéncia de pneumonia.

Nos casos de doenca do CIRDC ndo complicada, as imagens radiograficas nao
apresentam alteragBes significativas (Ford 2012). Por outro lado, quando existem
complicacdes, podem ser observadas alteragbes ligeiras (padrédo intersticial a
broncointersticial) ou, no caso de existéncia de pneumonia, altera¢cdes mais graves (padréo
pulmonar alveolar), dependendo do estadio da doenca (Ford 2012; Viitanen 2017; Dear 2020;
Reagan and Sykes 2020).

Embora a traqueoscopia possa permitir a visualizacdo da inflamacao do epitélio
traqueal e a existéncia de muco intratraqueal, estes achados ndo sédo diagnésticos de doenca
pertencente ao CIRDC (Ford 2012).

1.3.4. Amostras Respiratorias e Diagnostico Molecular

Apesar da informagé&o obtida, através de uma anamnese e exame fisico minuciosos,
poder sugerir doenca causada por um agente do CIRDC, € importante realizar um diagnéstico
etiolégico de modo a poder realizar-se o tratamento mais adequado e direcionado a esse
mesmo agente (Reagan and Sykes 2020).

Assim, devem ser recolhidas amostras a partir de esfregagos nasais ou orofaringeos,
a partir das quais se podem realizar culturas e citologias bacterianas e testes de
suscetibilidade a antimicrobianos (TSA), cultura ou PCR de Mycoplasma spp. e
procedimentos de diagndstico moleculares para os diferentes agentes virais e bacterianos
(Lappin et al. 2017). No entanto, uma vez que muitos destes agentes patogénicos podem ser
detetados tanto em animais saudaveis como em animais doentes, estes procedimentos

podem ter pouca utilidade e devem ser interpretados com cuidado (Lappin et al. 2017; Reagan



and Sykes 2020), sendo importante ter em conta resultados obtidos a partir de outros testes
de diagndstico e o préprio quadro clinico do animal.

Além disso, os ensaios moleculares podem ter pouca sensibilidade devido a excrecao
viral transitoria ou baixa, uma vez que o pico de virémia ocorre na fase inicial de infecao,
podendo resultar em falsos negativos (Lappin et al. 2017; Reagan and Sykes 2020). Por outro
lado, se a vacinacdo, com vacinas vivas atenuadas, tiver sido realizada algumas semanas
antes, pode resultar em falsos positivos (Reagan and Sykes 2020).

Deste modo, Lappin et al. (2017), ndo recomendam a realizagdo destes testes em
situacdes isoladas de infecdo com sinais clinicos tipicos, quando ndo h& suspeita de
pneumonia e quando nao estdo envolvidos individuos pertencentes a populagdes de risco.
Nestes casos, se houver suspeita de CIRDC, os ensaios moleculares podem estar indicados
quando realizados em conjunto com culturas bacterianas e testes serolégicos, especialmente
se houver ma resposta ao tratamento ou se houver doenga clinica grave (Lappin et al. 2017).
De modo a aumentar a sensibilidade e o valor preditivo positivo dos testes, devem ser
recolhidas amostras de exsudados respiratérios de um vasto nimero de cdes afetados e,
posteriormente, analisadas individualmente (Lappin et al. 2017).

Quando ha sinais clinicos concordantes com uma possivel progressdo para
pneumonia e quando se observa um padrao alveolar ao raio-X toracico, devem ser recolhidas
amostras através de lavagem transtragueal (LTT), endotraqueal (LET) ou broncoalveolar
(LBA) (Lappin et al. 2017; Reagan and Sykes 2020). Estas amostras servirdo para a realizagédo
de citologia, cultura bacteriana aerobia e TSA, estando também recomendada a realizacdo de
cultura de Mycoplasma spp. (Lappin et al. 2017). Se a realizac¢éo de cultura através do material
recolhido produzir o crescimento de varias bactérias, esta pode ser representativa de uma
infecdo oportunista, e ndo primaria (Ford 2012), podendo também indicar contaminagéo da
amostra (Reagan and Sykes 2020). Podem ocorrer falsos negativos quando a carga
bacteriana é baixa ou quando foram administrados antibi6ticos previamente a realizacdo da
cultura (Reagan and Sykes 2020).

Em 2016, Canonne et al. estudaram a utilidade da realizacdo de PCR quantitativo
(qPCR) no diagnéstico de infegcBes por B. bronchiseptica, quando comparado com a
realizacdo de cultura e citologia, a partir de LBA. No seu estudo, os autores concluiram que o
gPCR parece ser uma ferramenta util e mais sensivel no diagnéstico das infegbes por B.
bronchiseptica, uma vez que detetou DNA em amostras cujo resultado da cultura e citologia
foi negativo (Canonne et al. 2016).

No caso de morte do animal, deve ser realizada necrépsia com colheita de amostras
que permitam o diagnostico post mortem, fazendo-se a colheita de amostras pulmonares para

posterior andlise (Priestnall et al. 2014; Lappin et al. 2017). Taha-Abdelaziz et al. (2016)



recomendam a recolha de varias amostras de tecido dos brénquios maiores e posterior

examinacédo cuidadosa dos mesmos quando ha suspeita de broncopneumonia.

1.4. Tratamento

Segundo a International Society for Companion Animal Infectious Diseases (ISCAID),
uma vez que a maioria dos casos de doenca pertencente ao CIRDC tém etiologia viral e que
a infecdo é, muitas vezes, autolimitante, a antibioterapia nem sempre esta aconselhada
(Sykes 2014b; Sykes 2014a; Lappin et al. 2017), podendo realizar-se, apenas, terapéutica de
suporte (Reagan and Sykes 2020).

Por outro lado, se existirem sinais de infecdo bacteriana (corrimento oculo-nasal
mucopurulento, febre, letargia e inapeténcia) durante, pelo menos, sete a dez dias,
acompanhados por sinais radiograficos concordantes (infiltrados alveolares e consolidacéo
no raio-X toracico), a realizagdo de terapia antimicrobiana deve ser considerada (Sykes
2014b; Sykes 2014a; Lappin et al. 2017).

Antes de iniciar a terapéutica antimicrobiana, e apenas se 0 animal estiver estavel o
suficiente, é essencial proceder-se a recolha de amostras para posterior realizagédo de cultura
e TSA, de modo a dirigir o tratamento para o agente responséavel, evitando a selecdo de
organismos resistentes (Sykes 2014b; Lappin et al. 2017; Kadlec and Schwarz 2018).

No entanto, é também da opinido do ISCAID que a terapéutica deve ser instituida o
mais rapidamente possivel (Lappin et al. 2017). Assim, se existir suspeita de CIRDC
bacteriana, por B. bronchiseptica ou Mycoplasma spp., com ou sem sinais de pneumonia,
deve ser iniciada, como opg¢éo de primeira linha, a administracdo empirica de doxiciclina,
durante 7-10 dias, por via sistémica (Sykes 2014b; Lappin et al. 2017). Por outro lado, nos
casos em que nao ha suspeita de pneumonia, nem risco de que esta se possa vir a
desenvolver, como a classificacdo da suscetibilidade da B. bronchiseptica e da M. cynos a
doxiciclina ndo pode ser realizada in vitro, visto ndo existirem critérios clinicos de interpretacéo
(CLSI 2018), alguns dos autores s@o da opinido que este farmaco podera ndo ser o mais
indicado (Lappin et al. 2017)

Em casos de pneumonia mais grave, pode ser necessario complementar o tratamento
com fluidoterapia endovenosa, suplementacdo de oxigénio, nebulizacdo e cinesioterapia
respiratoria (Sykes 2014b; Sykes 2014a; Reagan and Sykes 2020). Em animais que
demonstrem inapeténcia e perda de apetite, pode ser também necesséria a suplementacao
nutricional administrada através de tubos de alimentagdo esofagicos ou nasoesofagicos
(Sykes 2014b).

Em 2017, Lappin et al. relataram que era sugerido, de uma forma pouco formal, o

tratamento com aminoglicosideos, como a gentamicina, por via inalatéria em caes com
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doenca pertencente ao CIRDC associado a B. bronchiseptica (Lappin et al. 2017). Mais tarde,
em 2020, Canonne et al. publicaram um estudo retrospetivo no qual avaliaram a administracao
de gentamicina por via aerdgena através de nebulizacdo, concluindo que, apesar de ser um
processo mais demorado, esta via parece ser uma alternativa vidvel para o tratamento de
caes com infe¢Bes por B. bronchiseptica refratarias a terapéutica convencional, ja que todos
0S caes presentes no seu estudo ja tinham recebido antibioterapia sistémica prévia, sem
sucesso no tratamento. Estes autores observaram ainda que a nebulizagdo de uma solucdo
nao diluida de gentamicina 5%, duas vezes por dia e durante pelo menos 10 minutos, estava
associada a uma maior propor¢cdo de animais curados, com uma menor duracdo do
tratamento.

De modo a aumentar a quantidade de antibiético que alcanca o trato respiratério
inferior, € aconselhada a realizacdo de um pré-tratamento com broncodilatadores, como o
albuterol (Cohn 2010). Estes podem ser administrados por via sistémica, cerca de 15 minutos
antes da nebulizag&o, ou por via inalatoria, antes de se adicionar o antibiotico (Cohn 2010). E
importante ressaltar que a administrac@o de antibitico por via inalatoria ndo deve substituir a
administracdo por via sistémica quando os animais apresentam pneumonia, devendo apenas
ser considerada como terapia complementar (Cohn 2010).

De momento, ndo existem terapias antiviricas disponiveis para o tratamento do CIRDC
de etiologia viral pelo que a mesma nao esta indicada (Reagan and Sykes 2020).

A administracdo de farmacos supressores da tosse, como a codeina, podem estar
indicados no tratamento da tosse seca, de modo a proporcionar algum alivio, uma vez que
esta se pode prolongar durante semanas e pode ocorrer durante longos periodos de tempo
(Sykes 2014a; Reagan and Sykes 2020). No entanto, 0 seu uso estd completamente
contraindicado nos casos de tosse produtiva, uma vez que impedira a excre¢cdo normal das
secrecOes respiratdrias e podera predispor a infe¢cdes bacterianas secundarias (Sykes 2014a;
Reagan and Sykes 2020).

De modo a facilitar a eliminacéo de secrecfes espessas aprisionadas nas vias aéreas,
pode recorrer-se a nebulizacdo de solugéo salina estéril durante 15 a 20 minutos, 2 a 4 vezes
ao dia, associada a realizacdo de cinesioterapia respiratéria, e também ao uso de mucoliticos
orais, como a N-acetilcisteina (Dear 2020). Este farmaco ndo deve ser administrado por via
inalatéria uma vez que pode provocar broncoconstri¢cdo e piorar o quadro clinico do animal
(Cohn 2010; Dear 2020). Além disso, é aconselhado que os tutores usem peitorais em vez de

coleiras de forma a diminuir a irritagéo da traqueia (Sykes 2014a).

1.4.1. Monitorizagao do Tratamento
Dado o caréater autolimitante das infec6es pertencentes ao CIRDC, e uma vez que,

geralmente, possuem uma resposta rapida a antibioterapia empirica, apenas se torna

11



necessaria a realizacdo de um diagndéstico mais aprofundado se os sinais clinicos persistirem
apos 7 dias de tratamento e se se mantiver a suspeita de infecdo bacteriana. Nestes casos,
pode ser necessdrio considerar a alteracdo do antibidtico usado para outro, como a

azitromicina (Lappin et al. 2017).

1.5. Prevencao

Um dos principais métodos de prevencdo de doenca pertencente ao CIRDC é a
vacinacdo. Até a data, foram desenvolvidas vacinas para Varios agentes patogénicos
respiratorios de caes (Erles and Brownlie 2008), existindo vacinas para os virus CPIV-2, CAV-
2, CDV, CIV H3N8 e H3N2 e para a B. bronchiseptica (Lappin et al. 2017; Reagan and Sykes
2020).

A vacina para a B. bronchiseptica e o CPIV-2 mais usada € de administracao
intranasal, de modo a providenciar uma resposta imunitaria mais rapida, necessaria em
animais que habitam locais com elevada densidade animal (Erles and Brownlie 2008; Reagan
and Sykes 2020).

E importante aplicar medidas de protec&o nos locais de habitagio de grupo, uma vez
que nao existem vacinas disponiveis para todos os agentes (Reagan and Sykes 2020). Assim,
além de ser necessario prevenir situacdes de sobrepopulacéo e stress, é também importante
a imposicdo de um periodo de quarentena a animais que entrem nas instalacdes,
monitorizacdo diaria dos mesmos e aplicacdo de protocolos de quarentena para cades com
sinais clinicos de CIRDC (Reagan and Sykes 2020).

No caso de ocorréncia de surto, é importante proceder ao isolamento dos animais
afetados, de modo a que a doenca nao se propague, e também a realizacdo de protocolos de
desinfecdo das instalagGes (Reagan and Sykes 2020).

1.6. Progndstico

O prognéstico esta dependente de varios fatores, desde a gravidade da doenca, o
estado imunitario do animal, a viruléncia do agente infecioso e a presenca de co-infecdes
(Sykes 2014a; Dear 2020). Sabe-se que, em animais com infecBes virais ou por B.
bronchiseptica ndo complicadas por infecdes secundéarias, o progndstico €, geralmente,
excelente (Sykes 2014b; Sykes 2014a).

Tanto quanto se sabe, ainda ndo foram realizados, até ao momento, estudos que
avaliem o prognéstico geral de animais com bactérias multirresistentes ou com pneumonia

recorrente, sendo presumido por Dear (2020) que o progndstico destes casos seja pior.
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2. Bordetella bronchiseptica
2.1. Género Bordetella

As bactérias pertencentes ao género Bordetella sdo pequenos cocobacilos aerébios,
Gram negativos, considerados agentes patogénicos ocasionais, com afinidade pelo epitélio
respiratdrio ciliado de varios animais, onde provocam ciliostase e morte de células ciliadas
(Quinn et al. 2011).

Até a data foram identificadas nove espécies pertencentes ao género Bordetella, mas
apenas quatro foram associadas a infe¢des respiratorias em humanos e outros mamiferos: B.
pertussis, B. parapertussisn, € B. parapertussisoy (B. parapertussis adaptada a humanos e a
ovinos, respetivamente), B. bronchiseptica (Porter et al. 1994; Parkhill et al. 2003; Park et al.
2012) e B. holmesii (Weyant et al. 1995; Yih et al. 1999). Os restantes membros deste género
sdo B. hinzii (agente comensal do trato respiratorio de galinhas e com algum potencial
patogénico em humanos) (Cookson et al. 1994; Vandamme et al. 1995; Kattar et al. 2000), B.
avium (responsavel pela coriza e rinotraqueite em aves de capoeira) (Spears et al. 2003), B.
trematum (isolado a partir de infe¢6es auriculares de feridas de humanos) (Vandamme et al.
1996) e B. petrii (a mais recente espécie de Bordetella descrita, que sobrevive no ambiente e
€ capaz de crescimento anaerébio) (von Wintzingerode et al. 2001).

Foram realizados varios estudos para entender melhor a relagdo genética e evolutiva
das bactérias infetantes de mamiferos, pertencentes ao género Bordetella. Através de varios
estudos genéticos foi possivel perceber que, ao contrario da maior parte dos agentes
patogénicos, a diversidade genética destas bactérias é muito limitada (Parkhill et al. 2003).
Com base nesta informacao, tem sido especulado que B. pertussis, B. parapertussisn,, B.
parapertussisoy € B. bronchiseptica sédo, na verdade, subespécies que evoluiram a partir de
um ancestral comum, proveniente de uma linhagem de B. bronchiseptica, de modo a
conseguirem adaptar-se a novos hospedeiros (Musser et al. 1986; Van Der Zee et al. 1997;
Gerlach et al. 2001; Parkhill et al. 2003).

Diavatopoulos et al. (2005), usando uma combinacado de varios métodos, realizaram
um estudo onde identificaram duas linhagens ancestrais de B. bronchiseptica, encontrando
dados que apoiam a hip6tese de que a B. pertussis, a B. parapertussisn,, a B. parapertussisoy

e a B. bronchiseptica sdo subespécies do género Bordetella.

2.2. Caracterizacao
As trés principais bactérias pertencentes a este género, B. pertussis, B. parapertussis
e B. bronchiseptica, provocam doenca respiratéria em mamiferos, podendo ter um grande
impacto a nivel econémico assim como na saude publica (Weiss 2006). Estas bactérias, que
primeiro foram descritas segundo a variedade de hospedeiros e gravidade de sinais clinicos,

foram classificadas no mesmo género da familia Alcaligenaceae com base em varios critérios
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(propriedades morfoldgicas, fisiolégicas e antigénicas, estudos de hibridacdo de DNA e
tipificacao fagica) (Goodnow 1980; Gerlach et al. 2001; Weiss 2006).

As vaérias caracteristicas que distinguem estas bactérias encontram-se resumidas na
Tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacao das trés principais espécies do género Bordetella (adaptado de Gerlach
et al. (2001)).

Caracteristica B. bronchiseptica B. pertussis B. parapertussis
Hospedeiro Mamiferos Humanos Humanos, Ovelhas
Doenca Rinite atrofica em Tosse convulsa Tosse convulsa ligeira
leitdes, tosse do
canil/CIRDC em cées
Local de Trato respiratério, Trato respiratério Trato respiratério
Isolamento em sangue
Humanos
Contetdo G+C 66-68 66-68 66-68
(mol%)
Tamanho do > 4400 3880-4060 > 4400
Genoma (kbp)
Crescimento em + - +
Agar MacConkey
Catalase + + +
Oxidase + + -
Assimilacdo de + + +
Citrato

+ positivo; - negativo.

2.3. Classificacdo Taxondémica de Bordetella bronchiseptica

A Bordetella bronchiseptica foi isolada e identificada pela primeira vez como Bacillus
bronchicanis por Newell S. Ferry em 1908, enquanto este realizava um estudo sobre a
etiologia de esgana em cédes (Ferry 1911). Posteriormente, ao se aperceber que esta bactéria
também produzia doencga noutros animais decidiu alterar o epiteto para bronchisepticus (Ferry
1912).

Ao longo dos anos esta bactéria foi sofrendo alteracbes na sua classificacdo
taxonémica, desde Bacterium bronchisepticus, Alcaligenes bronchisepticus, Brucella
bronchiseptica, Alcaligenes bronchicanis, Haemophilus bronchisepticus. A sua classificagédo
sob os geéneros Alcaligenes, Brucella e Haemophillus deveu-se as suas caracteristicas
morfolégicas, bioquimicas e de crescimento serem semelhantes aos organismos
pertencentes a estes géneros (Goodnow 1980).

Finalmente, em 1952, Moreno-Lépez classificou a bactéria com o nome pelo qual hoje

¢ identificada, Bordetella bronchiseptica, descrevendo o género Bordetella em homenagem a
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Jules Bordet que isolou o organismo causador de pertussis pela primeira vez (Moreno-Lopez
1952; Goodnow 1980).

2.4. Patogénese

A B. bronchiseptica, ao contrario da B. pertussis e da B. parapertussis, infeta um vasto
leque de mamiferos, incluindo cédes, gatos, porcos, coelhos, podendo causar, ocasionalmente,
doenga em humanos (Mattoo and Cherry 2005).

Esta bactéria € atualmente reconhecida como um dos principais agentes implicados
na patogenia do CIRDC e é, normalmente, um fator de complicacdo de infe¢Bes virais
primarias (Day et al., 2020). Apesar de poder provocar doenca, a B. bronchiseptica tem sido
isolada com frequéncia a partir de animais saudaveis, indicando que esta bactéria pode atuar
como agente comensal (Chalker, Toomey, et al. 2003; Schulz et al. 2014).

A patogénese da B. bronchiseptica depende da sintese coordenada de diversos
fatores de viruléncia que irdo auxiliar este agente a ultrapassar os mecanismos de defesa do

hospedeiro e a colonizar com sucesso o epitélio respiratério (Brockmeier et al. 2019).

2.4.1. Fatores de viruléncia

A expressao dos fatores de viruléncia das Bordetella é regulada pelo locus bvgAS que
codifica um sistema, BvgAS (Figura 1), sensivel as alteracées do meio em que a bactéria se
encontra e que, consequentemente, promove a expressdo de genes que irdo induzir ou
reprimir a expresséo dos diversos fatores de viruléncia (Beier and Gross 2008).

BvgAS é um sistema de dois componentes no qual BvgA é uma proteina reguladora
de resposta e BvgS é uma quinase sensorial transmembranar (Uhl and Miller 1994; Uhl and
Miller 1996a). Uhl and Miller (1996b) decifraram o mecanismo deste sistema e descobriram
gue este deteta certos sinais através de BvgS que, apés sofrer ativacdo através de uma
autofosforilacéo, ativa BvgA e, consequentemente, a expressao dos genes de viruléncia.

Sob condi¢cbes ndo moduladoras (Bvg*), ou seja, quando as condi¢des ambientais sdo
propicias ao desenvolvimento bacteriano, observam-se diferencas na expressdo dos
diferentes fatores de viruléncia (Mattoo et al. 2001). Scarlato et al. (1991) propuseram que
estas diferencas cinéticas podem ter uma grande importancia in vivo, na adaptacdo da
bactéria ao hospedeiro e as diferentes condicdes ambientais.

A fase Bvg é expressa quando as Bordetella crescem sob condi¢des moduladoras ou
guando ocorre uma mutacdo que inative bvgAS (Mattoo et al. 2001). Na B. bronchiseptica
esta fase é caracterizada pela expressdo de motilidade e véarios processos metabdlicos
envolvidos em reacdes redox e transporte de aminodcidos, indicando que existe uma

adaptacdo deste agente a condicdes adversas (Akerley et al. 1992).
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Cotter and Miller (1994) demonstraram que a fase Bvg* € necesséria e suficiente para
a colonizacéo do trato respiratorio, enquanto a fase Bvg é necessaria e suficiente para a
sobrevivéncia sob condi¢des limitantes de nutrientes.

Existe ainda uma terceira fase fenotipica (Cotter and Miller 1997), caracterizada pela
auséncia de fendtipos reprimidos e pela presenca de alguns fatores de viruléncia ativados por
BvgAS e ainda um conjunto de fenétipos que apenas sao observados nesta fase (Mattoo et
al. 2001). Uma vez que possui caracteristicas intermédias entre Bvg* e Bvg, foi decidido
chamar a esta fase Bvg..

Condicdes
ambientais

B. bronchiseptica
~
o
Bvg
Figura 1. Etapas sequenciais do sistema regulador BvgAS (adaptado de Mattoo and Cherry
(2005)). BvgsS: proteina sensorial com um dominio periplasmatico (P), uma regido de ligagdo (L), uma quinase de

histidina (HPK), um recetor (R) e um dominio de transferéncia de fésforo para histidina (HPD). BvgA: proteina

reguladora de resposta, com um dominio recetor (R) e um de hélice-volta-hélice (HTH). Sob condi¢cdes ambientais
favoraveis, BvgS sofre autofosforilacéo, iniciando a transferéncia de fosforo (®) que leva a fosforilagéo e ativagdo

de BvgA. Bvg*: fenttipo de colonizacéo do trato respiratdrio, associado a expressao de fatores de viruléncia. Bvg':
fendtipo intermédio, importante para a transmisséo respiratoria. Bvg™: fenotipo para a sobrevivéncia sob condi¢des
limitantes, essencial para a sobrevivéncia fora do hospedeiro. ADP: Adenosina Difosfato; ATP: Adenosina

Trifosfato; H20: dgua; me: membrana externa; mc: membrana celular; Pi: fsforo inorgéanico.

2.4.1.1. Hemaglutinina Filamentosa

A sintese e processamento da Hemaglutinina Filamentosa (FHA) séo regulados pelos
genes fhaB e fhaC que, por sua vez, séo regulados pelo sistema BvgAS (Cotter et al. 1998).
A FhaB, forma imatura da FHA, ird sofrer processamento até originar a forma matura e a
FhaC, dando origem a um canal especifico para o transporte do primeiro para o espaco
extracelular (Jacob-Dubuisson et al. 2000).

A FHA é uma adesina de grande importancia na patogénese das Bordetella ao facilitar
a aderéncia das bactérias ao epitélio respiratorio, iniciando assim o ciclo patogénico (Cotter

et al. 1998; Guetter and Eiteman 2013). Este fator auxilia as bactérias a ultrapassar a
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clearance mucaociliar, atuando em sinergia com as fimbrias, ao fortalecer a adeséo ao epitélio
respiratdrio ciliado (Cotter et al. 1998; Scheller et al. 2015).

Também em sinergia com as fimbrias, a FHA medeia a resposta inflamatéria inata
local e confere protecdo contra a acéo bactericida imunomediada, ligando-se a inUmeras
células inflamatorias como macréfagos, neutrdéfilos e células CD4", inibindo a sua libertacao
(Inatsuka et al. 2005; Henderson et al. 2012; Melvin et al. 2015; Scheller et al. 2015).

2.4.1.2. Fimbrias

As Bordetella expressam estruturas proteicas poliméricas filamentosas na sua
superficie celular, a que se da o nome de fimbrias (FIM). Fim2 e Fim3 s&o as principais
proteinas estruturais das fimbrias (Scheller and Cotter, 2015), exportadas para o exterior
através de um mecanismo composto por trés proteinas, FimB, FimC e FimD.

Tal como os restantes fatores de viruléncia, os genes responsaveis pela expresséo
das FIM (fimB, fimC, fimD, fimA, fimX, fim2 e fim3) sédo regulados pelo sistema BvgAS
(Savelkoul et al. 1996).

Em 2015, o estudo de Scheller et al. providenciou os primeiros resultados que
demonstravam que as FIM de Bordetella eram importantes adesinas e que a sua aderéncia
ocorria principalmente ao nivel do epitélio respiratorio ciliado. Além disso, estes autores
chegaram a conclusado de que as FIM séo extremamente importantes na primeira adeséo das
bactérias ao epitélio ciliado e para a sua persisténcia neste local.

Além de possuir propriedades adesivas, as FIM sdo também importantes para a
supressado da resposta inflamatéria do hospedeiro, promovendo assim uma persisténcia mais

longa do agente no trato respiratério do hospedeiro (Mattoo et al. 2000; Scheller et al. 2015).

2.4.1.3. Pertactina e Outros Autotransportadores

A B. bronchiseptica possui varios mecanismos de secre¢do de proteinas, entre 0s
quais se encontram os autotransportadores, ou via de secrec¢éo do tipo V (Henderson and
Nataro 2001).

O sistema de secrecao do tipo V é talvez dos mecanismos de secrecao proteica mais
simples que se conhece, ja que as proteinas secretadas por esta via atravessam a membrana
interna e externa das bactérias em apenas dois passos (Henderson et al. 1998; Henderson et
al. 2004). Neste sistema, a por¢cdo da proteina que medeia a secrecdo esta contida no
precursor da propria proteina segregada, advindo dai a nomenclatura de autotransportadores
(Henderson et al. 1998; Francis et al. 2004).

A B. bronchiseptica possui 20 autotransportadores putativos funcionais, entre os quais
se encontram a pertactina, a SphB1, a BrkA e a Vag8 (Henderson et al. 2004), conhecendo-

se apenas a funcdo das duas primeiras.
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Em 2010, Inatsuka et al. descobriram que a pertactina esta envolvida na resisténcia a
fagocitose mediada por neutrdéfilos, possivelmente ao permitir interacdes entre as bactérias e
as células fagocitarias de modo a que haja uma entrega eficiente da toxina adenilato ciclase
ou ao afetar os eventos de sinalizacao nas células hospedeiras que os tornam suscetiveis a
inibicdo mediada por essa toxina.

A SphB1 é uma protease necessdria para a maturacao proteolitica normal de FHA e

esta envolvida na sua libertagédo (Coutte et al. 2001; Mazar and Cotter 2006).

2.4.1.4. Sistema de Secrecao Tipo lll

O Sistema de Secrecao do Tipo Il (SST3) é um sistema Unico que injeta ou transloca
proteinas bacterianas, através do envelope, diretamente no citosol das células eucariéticas
do hospedeiro (Francis et al. 2004). As proteinas secretadas por este sistema da-se o nome
de Proteinas Efetoras do Tipo lll, sendo estas necessarias para a citotoxicidade das bactérias
que as possuem (Kuwae et al. 2003; Francis et al. 2004; Panina et al. 2005; Kuwae et al.
2006; Kuwae et al. 2016).

Buboltz et al. (2009) observaram que o0 SST3 esta envolvido numa maior viruléncia de
certas linhagens da B. bronchiseptica e que pode ter diferentes fungdes ou niveis de fungbes
em diferentes estirpes ou espécies de Bordetella. Segundo estes autores, esta versatilidade
pode contribuir para os diferentes graus de doenca respiratoria observados nas infecdes pela
B. bronchiseptica (Buboltz et al. 2009).

Além disso, foi observado que o SST3 induz o aumento da produgdo da IL-10
(interleucina 10) pelo hospedeiro, limitando a excessiva resposta imunitaria e aumentando a
persisténcia deste agente no trato respiratério do hospedeiro (Skinner et al. 2005; Nagamatsu
et al. 2009).

2.4.1.5. Toxina Adenilato Ciclase

A Toxina Adenilato Ciclase (ACT) é uma proteina bifuncional com atividade de
hemolisina e adenilato ciclase, secretada por todas as espécies pertencentes ao género
Bordetella (Mattoo and Cherry 2005). Esta toxina tem expressao maxima em Bvg* (Irie et al.
2004; Mattoo and Cherry 2005).

A ACT pode ser translocada para o interior das células hospedeiras infetadas
resultando na supressao da quimiotaxia e da atividade fagocitaria de células imunitarias e na
intoxicacao das células infetadas (Wolff et al. 1980; Confer and Eaton 1982; Coote 1992; Mock
and Ullmann 1993), ou seja, a ACT atua simultaneamente como fator anti-inflamatério e
antifagocitario, durante a infecao.

Além disso, a ACT inibe a formag&o de biofilme pela B. bronchiseptica, em parte, ao

interagir com a FHA (Irie et al. 2004).
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2.4.1.6. Toxina Dermonecrética

A Toxina Dermonecrética (DNT) é uma toxina termolabil que, quando injetada
intradermicamente, provoca les6es dermonecrdticas em varios mamiferos e pode ser letal, se
injetada por via endovenosa (Evans and Maitland 1939; lida and Okogoni 1971; Horiguchi et
al. 1989).

Em 2015, Okada et al. realizaram um estudo no qual observaram que a producdo da
DNT é diferente nas varias estirpes de B. bronchiseptica, sendo maior nas estirpes infetantes
de suinos. Uma vez que outra das fungdes da DNT é a alteracdo da morfologia das células
osteoblasticas, esta toxina parece possuir maior importancia na patogenia da rinite atréfica
dos suinos (Horiguchi et al. 1991; Horiguchi et al. 1993; Horiguchi et al. 1994; Horiguchi et al.
1995; Okada et al. 2015).

2.4.1.7. Lipopolissacarido

As bactérias Gram negativas possuem, na sua membrana externa, um importante
componente para a interagcdo com o hospedeiro, o lipopolissacéarido (LPS).

O LPS de B. bronchiseptica é constituido por duas bandas, A e B, associadas a uma
estrutura antigénica O (Preston et al. 2006). Este fator fornece atividade pirogénica,
mitogénica e toxica e pode ainda ativar a produc@o do TNF (Fator de Necrose Tumoral) pelos
macrofagos, sendo importante para a imunomodelagédo e fuga as defesas do hospedeiro
(Watanabe et al. 1990; Sisti et al. 2002; Sisti et al. 2017).

Gallego et al. (2013) observaram que, para além de possuir func¢des citotoxicas, o LPS
€ importante na adeséao ao epitélio respiratério ciliado do hospedeiro.

2.4.1.8. Citotoxina Traqueal

Todas as espécies pertencentes ao género Bordetella produzem a Citotoxina Traqueal
(CT), um produto da degradagdo do peptidoglicano presente na parede celular destes
organismos (Rosenthal et al. 1987; Cookson et al. 1989).

Este fator de viruléncia € importante na patogenia da doenga respiratéria uma vez que
leva & destruicdo das células ciliadas. Esta destruicdo € mediada pela estimulacdo da
producdo de interleucina 1a (IL-1a) e consequente libertacdo de Oxido nitrico pelas células
ndo ciliadas do epitélio respiratorio, vizinhas das células ciliadas (Heiss et al. 1993; Flak and
Goldman 1996; Flak and Goldman 1999; Flak et al. 2000). Apesar deste composto ndo ser
letal para as células nédo ciliadas do epitélio respiratério, 0 mesmo nédo é verdade para as
células ciliadas que, sendo mais sensiveis, acabam por sofrer danos e, eventualmente, morte
celular (Flak and Goldman 1996; Flak and Goldman 1999)
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2.4.1.9. Biofilmes

Os biofilmes sdo comunidades microbianas complexas e sésseis que podem ser
encontradas aderidas a superficies ou como agregados enterrados numa matriz extracelular
(Roy et al. 2018). Como muitos outros agentes patogénicos, as bactérias pertencentes ao
género Bordetella produzem estas estruturas que, neste caso, sédo altamente diferenciadas e
cuja formacao ocorre de forma coordenada e seguindo estadios especificos (Mishra et al.
2005; Cattelan et al. 2016).

Tal como muitos dos fatores de viruléncia mencionados anteriormente, também os
biofilmes sofrem regulacéo pelo sistema BvgAS, sendo o seu desenvolvimento maximo em
Bvg* e Bvg' (Irie et al. 2004; Mishra et al. 2005).

Segundo lIrie et al. (2004), a FHA, as FIM e a ACT sdo muito importantes na formacéao
dos biofilmes, sendo os primeiros necessarios para a formag¢do maxima de biofilmes e a ACT
para a sua inibi¢ao.

Um dos papéis mais importantes destas estruturas € a tolerancia aos antibiéticos que
fornecem as bactérias. Mishra et al. (2005) sugerem que o modo de crescimento dos biofiimes

promovem a tolerancia a uma vasta variedade de antibiéticos na B. bronchiseptica.

2.5. Resisténcia Antimicrobiana
2.5.1. Suscetibilidade Antimicrobiana

Como referido anteriormente, a realizacdo de TSAs previamente a realizacdo do
tratamento clinico de infegBes pela B. bronchiseptica, assim como no tratamento de outros
agentes bacterianos, € de extrema importancia (Kadlec and Schwarz 2018).

Para estudar a suscetibilidade antimicrobiana da B. bronchiseptica, podem ser
realizados estudos de disco-difusdo em agar ou pela determinac¢@o da concentracdo minima
inibitéria (MIC) por diluicdo em agar ou por micro ou macrodiluicdo em caldo (Kadlec and
Schwarz 2018).

Até a data, a informacéo relativa aos critérios clinicos que classificam a suscetibilidade
ou resisténcia aos principais antibiéticos usados no tratamento das infecdes respiratorias nos
animais de companhia é escassa ou inexistente (Lappin et al. 2017; Moyaert et al. 2019).
Relativamente as infegcBes pela B. bronchiseptica, os critérios clinicos existentes sdo
referentes a infe¢cdes em suinos (CLSI 2018), ndo existindo qualquer informacao disponivel
para estirpes infetantes de animais de companhia, pelo que a classificagdo como suscetivel
ou resistente é realizada através de critérios clinicos utilizados para infe¢cdes por Bordetella
em humanos (EUCAST).
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2.5.2. Mecanismos de Resisténcia Antimicrobiana

De modo a evitar a morte por compostos antimicrobianos, as bactérias evoluiram no
sentido de desenvolver certos mecanismos de resisténcia aos mesmos (Munita and Arias
2016). Assim, as bactérias possuem mecanismos de inativacdo enzimatica da molécula
antimicrobiana, de diminui¢cdo da acumulacéo intracelular de antibiético no local alvo (através
da diminuicdo da permeabilidade ou através da extrusdao do composto antimicrobiano com
recurso a bombas de efluxo), de promover alteracdes ou evitar o local alvo e de mecanismos
de resisténcia por processos adaptativos (Munita and Arias 2016; Kadlec and Schwarz 2018).

A B. bronchiseptica possui todos estes mecanismos de resisténcia (Kadlec and
Schwarz 2018).

2.5.2.1. Tetraciclinas

As tetraciclinas, como a tetraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina, sdo compostos
bacteriostaticos que inibem a sintese proteica bacteriana na fase de tradugdo (Maddison et
al. 2008).

De um modo geral, a maioria dos isolados de B. bronchiseptica sdo suscetiveis as
tetraciclinas, observando-se valores de MIC baixos (EUCAST; Kadlec and Schwarz 2018)

Em 1997, Speakman et al. demonstraram, pela primeira vez, a presenca de resisténcia
as tetraciclinas pela B. bronchiseptica, isolada a partir de gatos, e que esta se devia a

existéncia de um gene que codifica uma proteina de efluxo especifica para este agente.

2.5.2.2. Sulfonamidas e Potenciadores

As sulfonamidas sdo compostos antibacterianos, de acao bacteriostéatica, que inibem,
de forma competitiva, a enzima di-hidropteroato sintetase, necessaria para a sintese de
folatos e consequente sintese de acidos nucleicos bacterianos (Maddison et al. 2008). Alguns
dos compostos pertencentes a este grupo sao a sulfadiazina e o sulfametoxazole.

Na B. bronchiseptica, a resisténcia as sulfonamidas € realizada através de dois genes
que codificam uma di-hidropteroato sintetase insensivel a acédo das sulfonamidas (Kadlec and
Schwarz 2018).

Assim como as sulfonamidas, o0 modo de acdo do trimetoprim consiste na inibicdo da
sintese de acido folico pelas bactérias, mas pela ligacéo e inibicdo da enzima di-hidrofolato
redutase. No entanto, este possui uma a¢do mais bactericida quando comparado com as
sulfonamidas (Maddison et al. 2008).

O mecanismo de resisténcia da B. bronchiseptica ao trimetoprim consiste na
codificagdo de uma di-hidrofolato redutase alternativa, nao sensivel a este composto (Kadlec

and Schwarz 2018). No entanto, uma vez que, usualmente, o trimetoprim € usado em
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associacao com uma sulfonamida, o risco de ocorréncia de resisténcia é menor (Kadlec and
Schwarz 2018).

2.5.2.3. Aminoglicosideos e Aminociclitéis

Os aminoglicosideos e aminociclitéis, gentamicina e amicacina, por exemplo, tém
atividade bactericida ao interferirem na codificacdo das proteinas e, consequentemente,
levando ao aparecimento de canais anormais ao nivel das membranas celulares bacterianas
(Maddison et al. 2008).

Relativamente aos aminoglicosideos, sabe-se que a B. bronchiseptica possui valores
de MIC elevados para a estreptomicina, existindo, no seu genoma, genes que codificam
enzimas que inativam este composto (Kadlec and Schwarz 2018). Por outro lado, os valores
de MIC conhecidos para a neomicina e gentamicina sdo mais baixos ndo tendo ainda sido
detetados genes de resisténcia (Kadlec and Schwarz 2018).

No caso do aminociclitol espectinomicina, um estudo revelou valores de MIC elevados

em infecdes em cées (Schwarz et al. 2007).

2.5.2.4. Anfenicois

Os anfenicois sdo compostos com agdo bacteriostatica que inibem a sintese proteica
bacteriana ao se ligarem de forma reversivel aos ribossomas e impedindo a adicdo de
aminoacidos a cadeia peptidica (Maddison et al. 2008). Fazem parte deste grupo de
antibiéticos o cloranfenicol e o florfenicol.

A B. bronchiseptica possui resisténcia ao cloranfenicol através de acetiltransferases
de cloranfenicol que inativam fenicois ndo fluorados, e ainda resisténcia ao florfenicol através

de uma bomba de efluxo (Kadlec and Schwarz 2018).

2.5.2.5. B-Lactamicos

Os B-lactdmicos, como as penicilinas e as cefalosporinas, s&o compostos bactericidas
que inibem a sintese da parede bacteriana tornando-a mais fragil e promovendo a lise celular
(Maddison et al. 2008).

Em 2005, Lartigue et al. identificaram o gene responsavel pela resisténcia aos B-
lactamicos no genoma da B. bronchiseptica. Este codifica uma B-lactamase que, ao hidrolisar
estes antibidticos, impede a sua agéo (Lartigue et al. 2005).

Além disso, assim como muitas outras bactérias Gram negativas, a B. bronchiseptica

possui uma baixa permeabilidade aos antibiéticos 3-lactamicos (Maddison et al. 2008).
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Parte 2: Estudo de Caso
1. Objetivo do Estudo

O CIRDC é uma doenga comum em caes que habitam em ambientes de elevada
densidade e possui uma elevada morbilidade nestes locais. A B. bronchiseptica € um agente
classico deste complexo que afeta principalmente o aparelho respiratorio superior podendo,
guando existe imunossupressao ou co-infecdo com outros agentes de CIRDC, provocar
doenca respiratoria inferior grave, como pneumonia ou broncopneumonia.

Apesar de ser uma doenca comum, existe ainda pouco consenso no tratamento a
realizar, dada a inexisténcia de critérios clinicos de classificacdo para a sensibilidade da B.
bronchiseptica, tornando-se dificil saber qual o protocolo a seguir.

Este estudo foi realizado com o ambito de avaliar um possivel protocolo diagnéstico e
um protocolo terapéutico para animais que apresentem resisténcia a antibidticos,
comparando-o com a bibliografia disponivel existente, de modo a tornar o tratamento mais

eficiente e tentar evitar casos de antibiorresisténcia, no futuro.

2. Material e Métodos

Para este estudo foi analisado o caso de uma cadela, Cavalier King Charles Spaniel
(CKCS), de 3 meses, que se apresentou a consulta com sinais clinicos respiratorios
compativeis com CIRDC e na qual, posteriormente, se diagnosticou uma infecdo por B.
bronchiseptica multirresistente.

A informagdo sobre o caso foi recolhida a partir do software Wintouch VET®, no
Hospital Veterinario do Porto, tendo sido posteriormente analisada. Foram recolhidos todos
os dados clinicos sobre a cadela, desde a primeira consulta, no Centro de Atendimento
Médico Veterinario (CAMV) referenciador, a 5 de janeiro de 2019, até ao dia da cura clinica,

no Hospital Veterinario do Porto, a 2 de maio de 2019.

3. Apresentacdo do Caso Clinico
3.1. Histéria Pregressa

Uma cadela de 3 meses, com 2.2 kg, CKCS, apresentou-se a consulta, no Hospital
Veterinario do Porto, com histéria de tosse cronica, apatia e anorexia parcial, tendo sido
referenciada de outro CAMV da regiéo.

A cadela tinha sido comprada a um criador, duas semanas antes de ter sido
apresentada no CAMV referenciador, tendo este realizado a vacinagao contra a parvovirose,
a desparasitacao interna e a administracao da associacao amoxicilina com acido clavulanico
(8.75 mg/kg SC, SID), uma vez que a cadela ja apresentava episodios de tosse no local de

criacao.
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Apos realizacdo e avaliacdo de um raio-X toracico (Figura 2), os médicos veterinarios
decidiram prescrever a administracdo da associacdo amoxicilina com acido clavulanico (25
mg/kg PO BID) e Cloridrato de Bromexina (2.5 mg/kg PO BID), durante uma semana, e uma
administracdo por via oral, em toma Unica, da associacdo de Emodepside com Toltrazuril (0.5

ml/kg PO), reavaliando-a findo o periodo de terapéutica.

Figura 2. Raio-X toracico laterolateral realizado a 5/1/2019. Nota-se diminuicdo da expans&o pulmonar,
com o aumento da opacidade do parénquima pulmonar em toda a regido ventral, a qual limita a delimitagédo da
silhueta cardiaca e estruturas vasculares. Observa-se um padrdo pulmonar alveolar a intersticial, sendo visiveis

alguns broncogramas de ar. Achados compativeis com pneumonia.

No entanto, passada uma semana, a cadela ndo monstrou melhorias clinicas com o
tratamento domiciliario administrado, apresentando entéo perda de peso e apetite caprichoso,
dispneia expiratéria, corrimento nasal bilateral, piréxia (40°C) e fervores a auscultacéo
toracica.

Tendo em conta este agravamento do estado clinico, os médicos veterinarios do
CAMV decidiram hospitalizar a cadela de forma a poder realizar fluidoterapia, oxigenoterapia,
administragdo de ampicilina (15 mg/kg IV TID), de enrofloxacina (5 mg/kg IV SID) e de

acetilcisteina (nebulizagéo).

3.2. Exame Fisico

Ao exame fisico, a cadela apresentava tosse, corrimento nasal bilateral, dispneia
marcada e sendo possivel ouvir fervores em ambos os hemitérax, & auscultacdo. A cadela
apresentava pirexia (40 °C).

O restante exame fisico ndo demonstrou alteracdes significativas.
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3.3.Diagndésticos Diferenciais

3.3.1.
1.

2.
3.

Tosse

Infecioso: bacteriano (ex.: bordetelose), parasitario (ex.: Angiostrongylus vasorum,
Dirofilaria immitis, Oslerus osleri), viral (ex.. esgana canina) ou fangico (ex.:
coccidiomicose);

Imunomediado/Inflamatério/Alérgico (ex.: bronquite crénica ou bronquite alérgica);

Neoplasia primaria (ex.: adenocarcinoma, carcinoma alveolar, carcinoma das

glandulas bronquiais) ou metastatica;

4,

Obstrutivo (ex.: colapso traqueal, broncomalacia, paralisia da laringe, colapso laringeo,

neoplasia obstrutiva, corpo estranho);

5.

7.
8.

Hemorragia pulmonar: por coagulopatia, induzida por exercicio, neoplasia ou
traumatica;

Edema pulmonar: obstrucdo aérea, cardiogénico, electrocugdo, hipoglicémia,
hipoproteinémia, iatrogénico, neurolégico (trauma craniano ou convulsées), obstrugédo
da drenagem linfatica, lesdo primaria da membrana alvéolo-capilar;

Toxicos e Substancias Irritantes: inalacdo de fumo ou de fumos quimicos;

Outro: dilatagdo atrial esquerda, pneumonia por aspiracao, fibrose pulmonar idiopética,

disquinésia ciliar primaria, disfagia, refluxo gastrointestinal, fistula traqueo-esofagica ou

bronco-esofégica.

3.3.2.
1.
2.

Dispneia
Fisiol6gica: exercicio, medo, temperatura elevada ou dor;
Doenca das vias aéreas superiores

a. Traqueia cervical: compressao extraluminal, corpo estranho, hipoplasia ou

estenose, neoplasia extra- ou intraluminal, colapso traqueal ou trauma;
Doenca das vias aéreas inferiores

a. Tragueia torcica: compressdo extraluminal, corpo estranho, hipoplasia ou
estenose, neoplasia extra ou intraluminal, colapso traqueal ou trauma;

b. Brbnquios: bronquiectasia, fistula bronco-esofagica, bronquite cronica,
bronquite alérgica, compressdo extraluminal, corpo estranho, neoplasia,
disquinésia ciliar primaria;

c. Parénquima pulmonar: corpo estranho, fibrose pulmonar idiopatica, doenca
inflamatoéria, gases irritantes ou inalagdo de fumo, neoplasia, toxicidade por
paraquat, pneumonia/doencga infeciosa (ex.: bacteriana — B. bronchiseptica,
Mycoplasma pneumoniae, pasteurelose; flngica — coccidiomicose; parasitaria
— Angiostrongylus vasorum, Oslerus osleri; viral — esgana canina), edema

pulmonar, tromboembolismo pulmonar, trauma;
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4. Doenca restritiva: hérnia diafragmatica (ex.: peritoneo-pericardica ou traumatica),
neoplasia mediastinica ou da parede toracica, derrame pleural, pneumotérax,
alteracBes da parede toracica (ex.: neoplasia, pectus excavatum ou trauma);

5. Doenca sistémica ou outra: anemia, trauma craniano, hipertermia, hipdxia, acidose
metabdlica, fraqueza neuromuscular (ex.: poliradiculoneurite) ou choque/hipovolémia;

6. Toxicos e Farmacos (ex.: diclorofenac, ibuprofeno, metaldeido, paracetamol,

paraquat, salbutamol, estricnina).

Baseado na historia clinica, exame fisico e ainda nos resultados dos exames de
diagnostico complementares ja realizados, foi possivel descartar os diagnésticos menos
provaveis: um quadro obstrutivo, a presenca de corpo estranho radiopaco, pneumotérax ou
de hérnia diafragmética foram postos de parte apds observacdo do raio-X realizado pela
clinica que referenciou o caso; neoplasia seria improvavel dada a idade jovem da cadela; uma
possivel intoxicacdo por toxicos ou farmacos parecia pouco provavel uma vez que a cadela
nao tinha acesso aos mesmos.

Uma vez que a cadela era proveniente de um criador, local onde a densidade animal
é grande e onde as condi¢cdes de habitacdo podem ser propensas ao desenvolvimento de

infecao respiratoria, o diagnostico mais provavel seria infecéo respiratoria bacteriana.

3.4.Diagndéstico

De modo a poder descartar outras possiveis causas do quadro apresentado, foram
realizados exames clinicos de rotina que incluiram hemograma e analises bioquimicas.

O hemograma revelou uma leucocitose de 63.57 x 10° cél/L (intervalo de referéncia
6.00-17.00 x 10°cél/L), com neutrofilia de 55.83 x 10° cél/L (intervalo de referéncia 3.62-12.30
x 10° cél/L) e monocitose de 3.90 x 10° cél/L (intervalo de referéncia 0.14-1.97 x 10° cél/L)
(Anexo 1). Realizou-se a medicao da ureia e creatinina que apresentaram valores dentro da
normalidade. A observacdo de um esfregaco sanguineo mostrou leucdcitos sem alteracdes
morfolégicas assinalaveis, eritrécitos com policromasia ocasional, presenca de
macroplaquetas (plaquetas jovens), ndo revelando a presenca de hemoparasitas.

Além destes exames clinicos, o plano de diagnoéstico incluiu também a realizacéo de
exames imagiol6gicos, mais propriamente, um novo raio-X toracico e broncoscopia e ainda
ecocardiografia, de modo a poder descartar alteracbes da traqueia e causas cardiogénicas,

respetivamente.
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Ao raio-X toracico, foi possivel observar a existéncia de um padrdo pulmonar misto,
intersticial a alveolar, difuso e ndo estruturado, varios broncogramas aéreos, principalmente

ao nivel dos lobos pulmonares ventrais e do lado esquerdo (Figura 3), achados compativeis

com possivel pneumonia.

Figura 3. Raio-X torécico laterolateral (a2 esquerda) e ventrodorsal (& direita) realizado a
12/1/2019. Nota-se uma diminuicdo moderada da expansdo pulmonar, com um aumento da opacidade do
parénguima pulmonar de forma grave e difusa, bilateral, sobretudo na regido ventral e do lado esquerdo, fazendo
com gue ndo sejam percetiveis as margens da silhueta cardiaca, aorta e veia cava caudal. Opacifica¢@o dos lobos
pulmonares do lado esquerdo. Padrdo pulmonar misto, intersticial a alveolar, difuso e néo estruturado, com varios

broncogramas aéreos, estando os lobos pulmonares dorsais e do lado direito menos afetados.

A broncoscopia revelou uma estrutura traqueal normal, sem alteracdes patoldgicas
visiveis, pondo de parte a hipotese de colapso, estenose ou hipoplasia traqueal. Observou-se
ainda acumulacéo ligeira de muco nos brénquios.

Foi realizada uma LBA, com a instilacao e recolha de soro fisiologico através de uma
algalia, acompanhada de coupage, cujo material foi usado para a realiza¢do de citologia e
cultura.

A citologia apresentava uma exuberante populagdo de células inflamatorias
constituida predominantemente por neutréfilos ndo degenerados, raros macréfagos
alveolares e eosinofilos associados a escassas bactérias bacilares livres e fagocitadas (Anexo
7). Além disso, observaram-se também raras células epiteliais colunares ciliadas, n&o
atipicas. Estas altera¢des sugeriam a presenca de um processo inflamatério supurativo sético,
compativel com pneumonia.

A cultura do fluido da LBA revelou a presenca de B. bronchiseptica, sensivel a
imipenem, gentamicina, tetraciclina, doxiciclina e amicacina e resistente a trimetoprim-

sulfametoxazol (Anexo 7).
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A realizacdo de ecocardiografia serviu para descartar a possibilidade de doenca
cardiaca, uma vez que os CKCS sdo propensos a patologia cardiaca, mais especificamente,
persisténcia do ducto arterioso e Doenca Mixomatosa da Valvula Mitral (DMVM). Neste
exame, foi diagnosticada a presenca de hipertensdo pulmonar moderada que se presumiu
dever-se a uma provavel sobrecarga de fluidoterapia.

Foi também recolhido material conjuntival através de zaragatoa para pesquisa de
esgana, por RT-PCR, e ainda colheita de fezes, em trés dias sucessivos, para pesquisa de
parasitas pulmonares. Apesar de ambos terem apresentado resultados negativos, ndo se
pode afirmar com certeza a auséncia de esgana uma vez que a infecdo poderia ja ndo estar
na fase de pico de virémia.

Com base nos exames complementares realizados, concluiu-se que se tratava de uma
infecdo respiratéria, tendo-se identificado o agente causador, através de cultura, como sendo
a B. bronchiseptica. No entanto, ndo se pode excluir a hipétese de ter existido uma doenca

subjacente e predisponente como, por exemplo, uma infecédo viral.

3.5. Tratamento

O tratamento inicial, antes de se ter realizado o diagnéstico do agente e as suas
resisténcias, incluiu a administragéo de cefazolina (22 mg/kg IV TID) e enrofloxacina (5 mg/kg
IV SID), além de furosemida (dose inicial de 4 mg/kg IV BID, com reducéo gradual até 1 mg/kg
IV TID), dada a hipertenséo pulmonar ligeira que a cadela apresentava, robenacoxib (primeira
dose 1 mg/kg, com reducéo para 0.5 mg/kg nas doses seguintes IV SID), butorfanol (0.2 mg/kg
IV em SOS) e nebulizagbes de solucdo salina (4 ml NaCl 0,9% + 0.5 ml acetilcisteina)
associadas a coupage.

Uma vez que, apoés 5 dias de tratamento com os antibiéticos supramencionados, ndo
houve melhorias clinicas visiveis, a sua administracdo foi interrompida e substituida por
monoterapia com trimetoprim-sulfadoxina (24 mg/kg IV BID), enquanto se aguardava pelos
resultados da cultura e TSA.

ApOGs conhecimento do agente responsavel e respetivo TSA (Anexo 7), foi decidido
interromper a administracdo de trimetoprim-sulfadoxina e iniciar gentamicina (4.4 mg/kg IV
SID) e doxiciclina (10 mg/kg PO SID), j& que o agente era resistente ao primeiro e sensivel

aos ultimos.
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3.6. Reavaliacbes

Durante o periodo de administracdo de gentamicina e doxiciclina, a cadela apresentou
ligeiras melhorias a nivel radiografico (Figura 4), com diminuicdo da radiopacidade do
parénquima pulmonar, principalmente nos lobos pulmonares esquerdos. Esta melhoria foi
acompanhada pela diminuicéo da leucocitose (30.21 x 10° cél/L — intervalo de referéncia 6.00-
17.00 x 10° cél/L), da neutrofilia (22.54 x 10° cél/L — intervalo de referéncia 3.62-12.30 x 10°
cél/L) e da monocitose 3.17 x 10° cél/L — intervalo de referéncia 0.14-1.97 x 10° cél/L) (Anexo
2) e ainda pela diminui¢do da frequéncia dos episédios de tosse.

Figura 4. Raio-X torécico laterolateral (a esquerda) e ventrodorsal (& direita) realizado a

25/1/2019. Comparativamente as radiografias do dia 12/1, nota-se uma ligeira melhoria da ventilagdo pulmonar
com diminuicao da radiopacidade do parénquima pulmonar, sobretudo nos lobos pulmonares a esquerda, embora
se note uma retracdo grave dos lobos pulmonares craniais (esquerdo >> direito). Mantém-se a néo visualizagdo

da silhueta cardiaca e principais estruturas vasculares centrais.

No entanto, uma semana depois de ter sido iniciada a terapéutica com estes dois
antibidticos, a cadela voltou a apresentar episédios de tosse frequentes, observando-se
também um agravamento da leucocitose (40.39 x 10° cél/L — intervalo de referéncia 6.00-
17.00 x 10°cél/L), com neutrofilia de 33.02 x 10°cél/L (intervalo de referéncia 3.62-12.30 x 10°
cél/L) e monocitose de 3.80 x 10° cél/L (intervalo de referéncia 0.14-1.97 x 10° cél/L) (Anexo
3). Como tal, foi decidido alterar a via de administragdo de gentamicina de IV para aerégena,
através de nebulizacdo. Para a realizacdo da nebulizagdo eram colocados 0.22 mL de
gentamicina (4.4 mg/kg) no nebulizador ao qual eram adicionados 0.5 mL de NaCl 0,9%. Esta
administracao era realizada trés vezes ao dia, durante 10 minutos. Além das nebulizagdes foi
adicionada a administracdo de ceftriaxona (22 mg/kg IV TID), além de continuar o tratamento

com doxiciclina.

29



Este tratamento foi acompanhado pela realizacdo de um novo raio-X toracico e de uma
nova LBA, para posterior cultura, TSA e citologia.

A nivel radiografico, a cadela apresentava francas melhorias, com reducdo da
radiopacidade do parénquima pulmonar do lado esquerdo, embora ainda se pudessem

observar broncogramas aéreos (Figura 5).

Figura 5. Raio-X toracico laterolateral (a esquerda) e ventrodorsal (a direita) realizado a 5/2/2019.

Comparativamente as radiografias do dia 25/1, ha uma franca melhoria na redugdo da radiopacidade do
parénquima pulmonar do lado esquerdo, embora ainda sejam visiveis broncogramas aéreos. A retracéo dos lobos
pulmonares craniais € minima. Nota-se um padrédo pulmonar misto, com zonas a mostrar broncogramas aéreos
(regido cranioventral) e intersticial a brénquico (regido caudodorsal), onde o parénquima pulmonar mostra ténues
espessamentos brénquicos (bronchial cuffing). As margens da silhueta cardiaca podem-se adivinhar, embora seja
dificil delimita-las.

O resultado da cultura e do TSA realizados a partir do material recolhido por LBA
(Anexo 8) mostrou crescimento de B. bronchiseptica, com elevada resisténcia a
cefalosporinas de 32 geracdo, como € o caso da ceftriaxona. Por outro lado, continuava a ser
observada sensibilidade em relagdo a gentamicina.

Foi requerido ao laborat6rio que testasse especificamente a sensibilidade a macrolidos
e a doxiciclina onde se observou que a bactéria era sensivel a azitromicina e que, ao contrario
do resultado observado no primeiro TSA realizado, existia resisténcia a doxiciclina, podendo
explicar a fraca evolucé@o obtida com a administracdo deste antibiotico. A sensibilidade aos
macrolidos foi estudada uma vez que se sabe que a azitromicina é usada no tratamento da
tosse convulsa das criangas, em medicina humana, causado pela B. pertussis.

Com base nestes resultados foi decidido parar a administragdo de ceftriaxona e

doxiciclina e iniciar a administracdo de azitromicina (preferida sobre a eritromicina uma vez
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que possui menos efeitos secundarios e uma melhor tolerancia) numa dose de 7.2 mg/kg PO,
uma vez por dia, mantendo-se a nebulizacdo de gentamicina.

Passado uma semana, foi realizado um hemograma, que demonstrou uma
normalizacdo da contagem de leucécitos (7.61 x 10° cél/L — intervalo de referéncia 6.00-17.00
x 10° cél/L), j& sem neutrofilia (5.7 x 10° cél/L — intervalo de referéncia 3.62-12.30 x 10° cél/L)
e sem monocitose (0.64 x 10° cél/L — intervalo de referéncia 0.14-1.97 x 10° cél/L) (Anexo 4).
Além disso, foi ainda realizado um raio-X toracico de controlo (Figura 6), onde foi possivel
observar uma reducao generalizada da opacificacéo do parénquima pulmonar, sendo possivel

ainda observar alguns broncogramas de ar, ao nivel dos lobos pulmonares caudais.

Figura 6. Raio-X toracico laterolateral (a esquerda) e ventrodorsal (& direita) realizado a
11/2/2019. Comparativamente as radiografias do dia 5/2, continua a haver uma reducdo da opacificacdo do
parénguima pulmonar de forma generalizada. Os broncogramas aéreos ainda sao visiveis nos lobos pulmonares
caudais, bilateral, embora aparente haver uma tendéncia para o padrdo pulmonar evoluir para um padrao
broncointersticial na regido caudodorsal. As paredes brénquicas aparecem espessas e mal definidas e sem
mostrar uma redugdo progressiva para a periferia, com suspeita de bronquiectasia (embora a subexposi¢do da
imagem ndo o permita afirmar). E possivel identificar as margens da silhueta cardiaca e da veia cava caudal

embora estas estejam mal definidas.

Assim, uma vez que, para além das melhorias a nivel radiogréfico e a normalizacéo
do hemograma, a cadela apresentava melhorias clinicas, com aumento do apetite e
frequéncia respiratéria normal, foi-lhe dada alta com administracdo de azitromicina e
nebulizacdo de gentamicina, segundo o mesmo protocolo realizado no hospital, seguida de
coupage, durante uma semana. O plano seria reavaliar o estado clinico da cadela na semana

seguinte.

31



Nas semanas seguintes, a cadela foi mostrando melhorias ligeiras a nivel clinico, ndo
apresentando episédios de tosse e comendo com apetite, e também a nivel imagiolégico
(Figura 7) pelo que se decidiu, primeiro, diminuir a frequéncia da administracdo da

gentamicina para BID e depois parou-se a administracdo deste antibiético por completo.

Figura 7. Raio-X toracico laterolateral (a esquerda) e ventrodorsal (a4 direita) realizado a

18/2/2019. Comparativamente as radiografias do dia 11/2, embora as imagens estejam sub-expostas, é possivel
observar uma melhoria progressiva na diminui¢éo da opacificagao do parénquima pulmonar de forma generalizada,
agravando-se nos segmentos brénquicos e lobares, com diminui¢cdo da gravidade na periferia. Ainda se notam
broncogramas aéreos no lobo caudal esquerdo e ndo séo visiveis 0os vasos pulmonares (padrdo pulmonar

maioritariamente intersticial). Retracéo lobar minima do lobo cranial esquerdo (ventrodorsal ou VD).

Apesar da cadela continuar a demonstrar melhorias clinicas, ndo apresentando tosse
nem corrimento nasal e tendo jA um hemograma com valores dentro dos valores de referéncia
(leucécitos 10.80 x 10° cél/L — intervalo de referéncia 6.00-17.00 x 10° cél/L; neutréfilos 5.61
10° cél/L — intervalo de referéncia 3.62-12.30 x 10° cél/L; mondcitos 0.8 x 10° cél/L — intervalo
de referéncia 0.14-1.97 x 10° cél/L) (Anexo 5), ainda apresentava alguma opacificacdo do
parénquima pulmonar ao nivel da regido cranio-ventral esquerda (Figura 8), ndo obstante da
melhoria relativamente ao raio-X realizado anteriormente. Deste modo, continuou-se a
administracdo de azitromicina e realizou-se nova LBA com cultura, TSA e citologia, de modo

a decidir a possivel interrupcéo da antibioterapia.
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Figura 8. Raio-X torécico laterolateral (a esquerda) e ventrodorsal (a direita) realizado a 6/3/2019.

Comparativamente as radiografias do dia 18/2, observa-se uma boa ventilagéo da caixa toracica, com uma reducao
marcada na opacificacdo do parénquima pulmonar bilateralmente e delimitagdo das estruturas cardiovasculares
(apesar da qualidade da imagem), sendo possivel delimitar os contornos da silhueta cardiaca, a qual ocupa mais
de 2/3 da cavidade torécica e de 3 EIC. Mantém-se um ligeiro aumento da opacidade do parénquima pulmonar na
regido cranioventral esquerda. E visivel um espessamento brénquico, com “donuts” e “tram-lines”, de margens
irregulares, sobretudo no lobo caudal esquerdo, mas também no lobo caudal direito (VD), assim como sobrepostos

a silhueta cardiaca (laterolateral ou LL).

A citologia desta ultima LBA apresentava raras células degeneradas néo identificaveis
e escassos macrofagos em fundo proteinaceo ligeiro e a cultura, ainda revelou crescimento
de Bordetella, mas apenas em meio de enriquecimento (Anexo 9). Nesta altura foi ponderado
nao realizar qualquer terapéutica e esperar que 0 sistema imunitario controlasse a infecao.
No entanto, uma vez que a bactéria mantinha o espetro de sensibilidade foi decidido realizar
mais 15 dias de tratamento com azitromicina, repetindo LBA antes de o terminar.

A nova cultura demonstrava agora o crescimento de B. bronchiseptica (Anexo 10), sem
necessidade de meio de crescimento o que indicou que a infecdo estava a agravar
novamente. Assim, decidiu-se parar a administracdo de azitromicina e recomecar a
administracdo de gentamicina por nebulizacdo, durante 15 dias, altura em que se faria uma
nova LBA.

Apos esta ultima sesséo de administragdo de gentamicina por nebulizacédo, foi possivel
observar, na citologia desta nova amostra recolhida por LBA (Anexo 11), uma concentracdo
discreta de neutrofilos, macrofagos e células colunares ciliadas, ndo tendo havido crescimento
de B. bronchiseptica, na cultura realizada com a mesma amostra (Anexo 11). Apesar de ndo

ter havido crescimento de B. bronchiseptica, houve crescimento de Staphylococcus spp. e de
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Pseudomonas spp. em meio de enriquecimento. Uma vez que ambos os agentes eram
sensiveis a marbofloxacina, foi realizado o tratamento com este farmaco.

Além da cultura e TSA de LBA, foi também realizado um hemograma, cujos valores se
encontravam dentro da normalidade (leucécitos 8.11 x 10°cél/L — intervalo de referéncia 6.00-
17.00 x 10° cél/L; neutrdfilos 4.20 x 10° cél/L — intervalo de referéncia 3.62-12.30 x 10° cél/L;
mondcitos 0.25 x 10° cél/L — intervalo de referéncia 0.14-1.97 x 10° cél/L) (Anexo 6), e um raio-
X de controlo (Figura 9) onde foi possivel observar uma imagem toracica quase normal,
apresentando apenas uma pequena area de opacificacdo do parénquima pulmonar, a nivel

ventral.

Figura 9. Raio-X toracico laterolateral realizado a 2/5/2019. Comparativamente com as radiografias do
dia 6/3, observa-se uma boa ventilacdo pulmonar assim como melhoria significativa da opacidade do
parénguima pulmonar mantendo-se, no entanto, um aumento da opacidade nos lobos craniais ventralmente,
adjacente aos limites da silhueta cardiaca. Existe um aumento ligeiro da opacidade na regido dos lobos craniais,
muito provavelmente, artefatual dado o mau posicionamento dos membros anteriores. E possivel observar as
margens da silhueta cardiaca em toda a sua extensao, assim como os grandes vasos centrais, aorta e veia cava
caudal. A silhueta cardiaca encontra-se nos limites superiores da norma em tamanho e uma doencga cardiaca nao

podera ser totalmente excluida. Estes achados devem ser interpretados juntamente com a clinica do animal.

Com base nos dados destes ultimos exames de diagnostico, e também no estado
clinico da cadela, foi decidido terminar a terapéutica uma vez que a infecdo por Bordetella
bronchiseptica tinha sido controlada.

Na consulta de controlo, duas semanas ap6s o fim do tratamento, a cadela ja ndo
apresentava sinais clinicos de doenca respiratéria tendo, por isso, sido realizada a vacinacao
e desparasitagao.

E possivel observar, na Figura 10, a timeline do caso clinico apresentado de uma forma

mais sucinta.
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Jan 5-Jan 10 [l Amoxicilina+Ac. Clavulanico (PO)
Jan 11 |l Ampicilina (IV) + Enrofloxacina (IV)
Jan12 - Jan 17 @ Cefazolina (IV) + Enrofloxacina (IV)
Jan 15 - Jan 22 ISP LBA - Cultura/Citologia/TSA
Jan 18 - Jan 21 [l Trimetoprim-sulfadoxina (1V)
Jan 22 -Jan 27 ([ Gentamicina (IV) + Doxiciclina (PO)
Jan 28 - Feb 4 [ Doxiciclina (PO) + Ceftriaxona (IV) + Gentamicina (neb.) + Cines. Resp.
Jan 31 - Feb 7 I LBA - Cultura/Citologia/TSA
reb5-Feb 14 ([ Azitromicina (PO) + Gentamicina (neb.) + Cines. Resp.
Feb 15 - Feb 17 [l Azitromicina (PO) + Gentamicina (neb.) + Cines. Resp.
Feb 18- Mar 6 (| Gentamicina (neb.) + Cines. Resp.
Mar 6 - Apr 2 (I Azitromicina (PO)
Mar 7 - Mar 14 @ 1BA - Cultura/Citologia/TSA
apr 3-apr 23 [ Gentamicina (neb.) + Cines. Resp.
Apr 18 - Apr 24 [y LBA - Cultura/Citologia/TSA

Ecocardiografia

Jan 15
Broncoscopia
Jan 15
LBA LBA LBA LBA
Jan 15 Jan 31 Mar 7 Apr 18
Rx Rx Rx Rx |Rx Rx Rx Rx
Jan s Jan 12 Jan 25 Feb6|Feb 11 |Feb 18 Mar 6 May 2
2019
\ W I
I ian 11d Jan 28 Feb 15
nternada Neb. + Cines. Resp. Alta médica
’Jans Feb12 May 2
Assintomatica

Cura clinica

12 consulta

Figura 10. Timeline do Caso Clinico. Esquema representativo da evolug&o do caso clinico estudado ao longo do tempo, incluindo os antibiéticos administrados, os exames
de diagnéstico realizados e alguns eventos-chave. Ac. Clavulanico: Acido Clavulanico; Cines. Resp.: Cinesioterapia Respiratéria; IV: Endovenoso; LBA: Lavagem Broncoalveolar;
neb.: nebulizacéo; PO: per os; Rx: Raio-X; TSA: Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos.
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3.7.Score Clinico

De forma a compreender melhor a importancia da administracdo de gentamicina por
nebulizac&o na recuperacdo do animal estudado neste caso clinico, foram criadas tabelas de
classificacdo dos raio-X realizados (Tabelas 2 e 3) e dos sinais clinicos observados (Tabelas
4 e 5). A partir destes dados, foi estabelecido um score clinico (Tabela 6).

Tabela 2. Classificacdo da evolugédo das caracteristicas radiograficas.

Data Raio-X Descricao Classificacao

Diminuic&o da expanséo pulmonar,
com o aumento da opacidade do
parénquima pulmonar em toda a
regido ventral. Limitada delimitacio 2
da silhueta cardiaca e estruturas
vasculares. Padrdo  pulmonar
alveolar a intersticial.

5/1/2019

Agravamento da diminuicdo da
expansdo pulmonar, com O
aumento da opacidade do
parénquima pulmonar de forma
grave e difusa, bilateral, sobretudo
na regido ventral e do lado
esquerdo. Muito fraca visualizacdo
das margens da silhueta cardiaca.
Opacificacéo dos lobos
pulmonares do lado esquerdo.
Padrédo pulmonar misto, intersticial
a alveolar, difuso e n&o estruturado.

12/1/2019
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Tabela 2 (continuacéo). Classificagdo da evolucéo das caracteristicas radiograficas.

Ligeira melhoria da ventilacdo
pulmonar, diminuicao da
radiopacidade do  parénquima
pulmonar. Mantém-se a néo
visualizagéo da silhueta cardiaca e
principais estruturas vasculares
centrais.

25/1/2019

Franca melhoria na reducdo da
radiopacidade do  parénguima
pulmonar do lado esquerdo.
Retracdo dos lobos pulmonares
craniais minima. Padrdo pulmonar
misto, alveolar e intersticial a
brénquico. Dificil delimitacdo das
margens da silhueta cardiaca.

5/2/2019
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Tabela 2 (continuacéo). Classificagdo da evolucéo das caracteristicas radiograficas.

Reducdo da opacificacdo do
parénquima pulmonar de forma
generalizada. Tendéncia para o
padrdo pulmonar evoluir para um
padrdo broncointersticial na regido
caudodorsal. Suspeita de
bronquiectasia. E possivel
identificar as margens da silhueta
cardiaca e da veia cava caudal
embora estas estejam mal
definidas.

11/2/2019

Melhoria progressiva na diminui¢do
da opacificacdo do parénquima
pulmonar de forma generalizada,
agravando-se  nos  segmentos
brébnquicos e lobares, com
diminuicBo da gravidade na
periferia. N&o visualizagdo dos
vasos pulmonares. Retracdo lobar
minima.

18/2/2019
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Tabela 2 (continuacéo). Classificagdo da evolucéo das caracteristicas radiograficas.

6/3/2019

2/5/2019

Boa ventilacdo da caixa toracica,
com uma reducdo marcada na

opacificacdo do parénquima
pulmonar. Boa delimitacdo das
estruturas cardiovasculares. 4
Mantém-se ligeiro aumento da
opacidade do parénquima
pulmonar. E visivel um

espessamento brdonquico.

Boa ventilagdo pulmonar assim
como melhoria significativa da
opacidade do parénquima pulmonar
mantendo-se, no entanto, um
aumento da opacidade. E possivel 5
observar as margens da silhueta
cardiaca em toda a sua extensao,
assim como o0s grandes vasos
centrais, aorta e veia cava caudal.

Tabela 3. Definicdo dos parametros de

classificagcdo das caracteristicas radiograficas e

pontuacédo correspondente.

Pontuacéo Caracteristicas Radiogréficas
5 Boa ventilacdo pulmonar, muito boa visualizacdo e delimitacdo das margens da
silhueta cardiaca e estruturas vasculares, parénquima pulmonar radiotransparente
4 Boa ventilacdo pulmonar, boa visualizacdo das margens da silhueta cardiaca e
estruturas vasculares, padrdo pulmonar broncointersticial
Diminuicdo ligeira da expansdo pulmonar, dificil delimitagdo das margens da
3 silhueta cardiaca e estruturas vasculares, aumento generalizado da radiopacidade
do parénquima pulmonar, padréo pulmonar alveolar a intersticial
Diminuicdo moderada da expanséo pulmonar, fraca visualizacdo das margens da
2 silhueta cardiaca e estruturas vasculares, aumento generalizado da radiopacidade
do parénguima pulmonar, padrdo pulmonar alveolar a intersticial
Diminui¢éo grave da expanséo pulmonar, muito fraca visualizagdo das margens da
1 silhueta cardiaca e estruturas vasculares, aumento grave e difuso da radiopacidade
do parénguima pulmonar, padrdo pulmonar alveolar
Classificacao Pontos
Grave 1
Moderado 2
Leve 3
Bom 4
Excelente 5
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Na Tabela 2 encontra-se a informacéo relativa a evolucéo da classificacdo dos raio-X

realizados ao longo do caso clinico. Nesta, € possivel observar um declinio entre os dias
5/1/2019 e 12/1/2019. No entanto, a partir deste dia (12/1/2019) observa-se uma melhoria

gradual até ser alcancada a classificagdo maxima, no dia 2/5/2019.

A Tabela 3 apresenta os critérios de avaliacdo e pontuacdo correspondente na qual foi

baseada a classificacdo radiografica da cadela em estudo.

Tabela 4. Classificacdo da evolugédo dos sinais clinicos.

Data

Sinais Clinicos

Classificacao

05/1/2019

Taquipneia, dispneia, tosse frequente, estertores, 38.5°C

1

11/1/2019

Dispneia marcada, tosse frequente, corrimento nasal, estertores em
ambos os hemitérax, 40.0°C, perda de peso, anorexia

12/1/2019

Dispneia grave, tosse marcada e frequente

16/1/2019

Tosse, apetite caprichoso

21/1/2019

Tosse marcada

22/1/2019

Tosse ligeira, come com apetite

25/1/2019

Tosse moderada

30/1/2019

Tosse ligeira

05/2/2019

Tosse ligeira, come com apetite

11/2/2019

Frequéncia respiratéria normal, come com apetite, temperatura normal

18/2/2019

Frequéncia respiratéria normal, come com apetite, temperatura normal

6/3/2019

Frequéncia respiratéria normal, come com apetite, temperatura normal

2/5/2019

Frequéncia respiratéria normal, come com apetite, temperatura normal

QOO INARINWF| -

Tabela 5. Definicdo dos parametros de classificacdo das caracteristicas radiogréficas e

pontuacdo correspondente.

Pontuacéo Sinais Clinicos
5 Sem sinais de doenca respiratéria
4 Tosse ligeira
3 Tosse ligeira e secrecdo nasal e/ou ocular, dispneia ligeira, estertores ligeiros
> Tosse moderada e secrecdo nasal e/ou ocular com depressdo e/ou inapeténcia,
dispneia moderada, estertores
1 Tosse grave e secre¢do nasal e/ou ocular com depressédo e/ou inapeténcia e sinais
clinicos de broncopneumonia, dispneia grave
Classificacéo Pontos
Grave 1
Moderado 2
Leve 3
Bom 4
Excelente 5

Os dados relativos a classificacdo dos sinais clinicos ao longo do caso estudado

encontram-se descritos na Tabela 4. Entre os dias 16/1/2019 e 21/1/2019 e, posteriormente,

entre os dias 22/1/2019 e 25/1/2019 observa-se um declinio da classificacdo dos sinais

clinicos. A classificagcdo méxima é atingida a partir do dia 11/2/2019.

Na Tabela 5 encontra-se a pontuacéo e descrigdo dos critérios de avaliacdo na qual

se baseou a classificagcao dos sinais clinicos.
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Tabela 6. Estabelecimento do score clinico correspondente a classificacdo dos raio-X e sinais

clinicos.
L . Classificacdo Sinais Score
Data Classificacdo Raio-X Clinicos Clinico
5/1/2019 2 L 3
12/1/2019 1 : 2
25/1/2019 2 2 4
5/2/2019 2 4 6
11/2/2019 3 2 8
18/2/2019 4 2 9
6/3/2019 4 2 9
2/5/2019 5 5 10
CIaSS|f|c§gao Score Pontos
Clinico
Grave 1-2
Moderado 3-4
Leve 5-6
Bom /-8
Excelente 9-10

Ao analisar a Tabela 6, observa-se uma diminuicdo do score clinico entre o dia 5/1/2019
e 12/1/2019. A partir deste dia a melhoria foi gradual, sendo alcan¢ada a classificacdo maxima

no dia 2/5/2019.
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9. Discusséo

O presente estudo documenta o caso clinico de uma cadela diagnosticada com infecdo
respiratdria causada por uma Bordetella bronchiseptica cujo tratamento antimicrobiano por via
sistémica nao foi bem-sucedido, tendo apenas sido possivel alcancar a cura clinica quando
se associou a antibioterapia sistémica com antibioterapia por nebulizagédo. Os dados sugerem
gue a utilizacdo de gentamicina por nebulizacdo diminui o tempo de recuperacao,
possivelmente por permitir uma acdo do antibiético mais localizada e direta. Além disso, foi
também observado que a bactéria isolada se tratava de um organismo multirresistente.

As infe¢Bes respiratorias pela B. bronchiseptica fazem parte de um complexo de
doencas respiratorias infeciosas, atualmente conhecido como CIRDC. Este complexo possui
uma etiologia que, sendo multifatorial, inclui diversos virus e bactérias e ainda fatores
inerentes ao hospedeiro. Apesar de, classicamente, o CIRDC ser caracterizado pelo
aparecimento agudo de tosse e por um quadro clinico autolimitante (< 2 semanas) (Ford 2012;
Reagan and Sykes 2020) a literatura atual descreve casos semelhantes com o apresentado
neste estudo, onde os episédios acabam por tomar um caracter crénico (> 2 meses), muitas
vezes grave ou até fatal (Canonne et al. 2016).

Tal como aconselhado por véarios autores (Lappin et al. 2017; Singleton et al. 2019;
Reagan and Sykes 2020), o diagnéstico foi iniciado com a recolha da histéria clinica completa
e com um exame fisico minucioso. A cadela em estudo apresentava histéria de um quadro
cronico de tosse, dispneia, corrimento nasal, anorexia parcial e perda de peso, tendo sido
possivel auscultar fervores em ambos os hemitérax. Como se tratava de tosse crénica,
ponderou-se se esta teria origem cardiogénica ou ndo cardiogénica. Uma vez que os CKCS
possuem predisposi¢do para doenca cardiaca congénita, mais especificamente persisténcia
do ducto arterioso e DMVM (Gough et al. 2018), foi realizada uma ecocardiografia para excluir
este diagnostico diferencial.

Ao analisar os raio-X toracicos realizados, foi possivel observar uma diminuicéo
moderada da expanséo pulmonar, com um aumento da opacidade do parénquima pulmonar
de forma grave e difusa, bilateral, sobretudo na regido ventral e do lado esquerdo. Estes
dados, quando analisados em conjunto com o0 quadro clinico, eram compativeis com a
presenca de uma infecao respiratéria (Chalker, Brooks, et al. 2003; Lee-Fowler and Reinero
2012; Lappin et al. 2017).

Uma vez que na presenca de infe¢gOes respiratdrias bacterianas estd aconselhada a
realizacdo de cultura, de modo a identificar o agente causador (Lappin et al. 2017), foi também
recolhido fluido através de lavagem broncoalveolar (LBA), com recurso a broncoscopia.
Durante este exame, foi possivel observar material mucopurulento presente nas vias aéreas
superiores, assim como alguma inflamac¢&o da mucosa. Estes achados s&o concordantes com

presenca de pneumonia bacteriana (Dear 2020).

42



Apbs realizacao de cultura, a partir do fluido recolhido por LBA, foi obtido o diagndstico
do agente em causa, concluindo-se que a cadela apresentava uma infecao respiratéria por B.
bronchiseptica, agente pertencente a CIRDC. A B. bronchiseptica tem sido isolada com
alguma frequéncia a partir do trato respiratério de animais clinicamente saudaveis (Chalker,
Toomey, et al. 2003; Ford 2012), sabendo-se que esta bactéria pode atuar como agente
comensal ou patogénico (Chalker, Toomey, et al. 2003; Schulz et al. 2014), dependendo de
alguns fatores como co-infecdo com outro agente de CIRDC (Reagan and Sykes 2020) ou
imunodeficiéncia por parte do hospedeiro (Chapman et al. 2004; Watson et al. 2006; Canonne
et al. 2016). De fato, foi observado por Chapman et al. (2004), Watson et al. (2006) e também
por Canonne et al. (2016) que a ragca CKCS parece possuir um certo grau de imunodeficiéncia
pulmonar, sistémica ou local, apesar de nenhum dos autores ter confirmado esta alteracéo.
Deste modo, uma vez que a cadela em estudo pertence a raca CKCS e ainda que a cadela
era jovem, a imunodeficiéncia pode ter sido um dos fatores que a predispds a um quadro
clinico mais grave que, de outra maneira, teria tido uma resolu¢éo mais rapida.

Além deste fator inerente ao individuo, o fato de a cadela ter provindo de um local de
criacdo, onde a densidade animal €, por norma, elevada e onde as fracas condigbes de
ventilagdo podem contribuir para a maior facilidade de transmissdo de agentes infeciosos
através de goticulas respiratérias (Chalker et al. 2004; Buonavoglia and Martella 2007; Mitchell
et al. 2017), pode ter contribuido para uma diminuicdo da clearance mucociliar, aumentando
o tempo de contato da bactéria com o epitélio respiratério ciliado e, deste modo, aumentando
a sua capacidade de viruléncia.

A possibilidade de co-infe¢do por outros agentes do CIRDC néo foi extensamente
ponderada, tendo sido apenas pesquisada a presenca de esgana (CDV), cujo resultado foi
negativo, pelo que ndo se pode afirmar se a possibilidade de uma co-infegdo poderia ter
também contribuido para a gravidade do quadro clinico observado. No entanto, uma vez que
a B. bronchiseptica € muitas vezes isolada em conjunto com a Mycoplasma cynos (Canonne
et al. 2016; Day et al. 2020; Fastrés et al. 2020), poderia ter-se pesquisado a sua presenca,
ja que esta co-infecao pode predispor a quadros clinicos mais graves. Além da pesquisa de
esgana, foi também pesquisada a presenca de parasitas pulmonares ja que também pode dar
origem a quadros clinicos como o apresentado pela cadela em estudo, cujo resultado foi
negativo.

Apesar de se ter realizado um raciocinio clinico concordante com o discutido na
literatura (recolha de histéria pregressa, exame clinico minucioso, raio-X, cultura e TSA)
(Lappin et al. 2017; Singleton et al. 2019; Reagan and Sykes 2020), existem métodos mais
especificos e que poderiam ter auxiliado no entendimento da necessidade de tratamento e

que poderiam ter permitido um diagnostico mais precoce e uma resolucao clinica mais rapida.
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Nos ultimos anos, tem sido discutida a utilidade do gPCR no diagnéstico de infecbes
respiratdrias por B. bronchiseptica (Canonne et al. 2016; Fastrés et al. 2020). Canonne et al.
(2016) concluiram que a detecéo da B. bronchiseptica por qPCR em fluido recolhido por LBA
parece ser o método mais sensivel para confirmar a sua presenca, sendo mais sensivel que
a cultura em animais que receberam antibioterapia prévia, uma vez que, na populacao
estudada por estes autores, a detecdo por qPCR foi positiva em todos 0s animais suspeitos
analisados, incluindo aqueles cujos resultados de cultura e citologia foram negativos, dados
apoiados, posteriormente, pelo estudo de Fastrés et al. (2020). O gPCR também foi
considerado uma ferramenta util na interpretacdo dos dados de cargas de DNA de B.
bronchiseptica, conseguindo distinguir estados portadores ou provenientes de infecoes
ambientais de infecdes patolégicas (Canonne et al. 2016). No caso clinico estudado, este teria
sido um teste de diagnostico que poderia ter sido considerado nos exames de controlo de
modo a perceber se os resultados obtidos nas culturas se tratavam ainda de infecéo ativa ou
se apenas se tratava de colonizagdo comensal de Bordetella, especialmente porque a cadela
ja tinha recebido antibioterapia previamente a realizacdo do diagnéstico.

Além da utilizagdo de gPCR, poderiam ter sido realizadas culturas quantitativas para
se perceber se o crescimento bacteriano de Bordetella se tratava de um estado infecioso ou
de colonizacéo inécua. Foi observado por Peeters et al. (2000) que a presenca de > 1.7x10°
UFC/mL de B. bronchiseptica na cultura de fluido recolhido por LBA era diagnostico de doenca
do trato respiratdrio inferior em caes, com uma sensibilidade de 86% e uma especificidade de
100%.

Em medicina humana, jA& se recorre a utilizacdo da quantificagdo de bactérias
intracelulares em citologias de LBA, coradas através de coloracdo Gram, de maneira a obter
um diagnéstico precoce de infe¢do respiratoria (Chastre et al. 1989), j& que os resultados
finais das culturas podem demorar 24-48h e, portanto, ndo podem ajudar a orientar a
terapéutica inicial (Peeters et al. 2000). No ano 2000, Peeters et al. observaram que uma
contagem superior a duas bactérias intracelulares, por cada 50 campos analisados, em
citologias coradas através de coloracdo Gram, eram diagnésticas de infecdo do trato
respiratorio inferior com uma sensibilidade de 71% e uma especificidade de 97%. Estes
autores observaram também uma alta correlacdo entre a morfologia bacteriana observada
nas citologias com os resultados das culturas bacterianas, determinando que, quando
combinado com avaliacdo morfolégica, a observacdo e quantificacdo de bactérias
intracelulares na citologia de LBA é util no desenvolvimento de uma estratégia terapéutica
inicial, permitindo um tratamento especifico para o agente em causa.

Apés estabelecimento do diagndstico, foi iniciada a terapéutica. A antibioterapia deve,
sempre que possivel, ser guiada pela realizacéo de cultura e TSA (Lappin et al. 2017). Neste

caso, o estado clinico da cadela ndo estava estavel o suficiente para se aguardar pelos

44



resultados da cultura e TSA pelo que se decidiu continuar a antibioterapia iniciada pelos
médicos veterinarios que a observaram pela primeira vez (enrofloxacina) de modo a prevenir
0 aparecimento de resisténcias. Apesar de néo ser indicado, como ndo se obteve melhoria
clinica com esta terapéutica, iniciou-se uma monoterapia com trimetoprim-sulfadoxina.
Quando se obteve o resultado da cultura e se teve conhecimento de que a infecao era
causada por uma B. bronchiseptica, foram seguidas as recomendac8es de Lappin et al.
(2017), tendo sido iniciada a terapia com doxiciclina, associada a gentamicina, escolha
apoiada nos resultados do TSA.

Apesar da antibioterapia realizada inicialmente, previamente a ser conhecido o agente
bacteriano em causa, nao ter sido a aconselhada pelas diretrizes existentes, a maioria dos
antibiéticos utilizados esta indicada no tratamento de infe¢cdes respiratorias (Lappin et al.
2017).

Uma vez que, mesmo com terapia apoiada nos resultados dos TSAs, o quadro clinico
da cadela ndo apresentava melhorias significativas comegou a ponderar-se a administracao
por uma via que permitisse uma agdo mais local do antibiético e, por isso, iniciou-se a
administracdo de gentamicina por via aerdégena através de nebulizacao.

Nas Ultimas décadas, tem vindo a ser estudada a utlidade terapéutica da
administracdo de antibidticos por via inalatéria como alternativa a considerar no tratamento
de doencgas do trato respiratério inferior de varias espécies, incluindo o Homem, equinos e
canideos (McKenzie Il and Murray 2000; McKenzie Il and Murray 2004; Boisson et al. 2018;
Canonne et al. 2020). Esta via de administracdo tem a vantagem de permitir a obtencdo de
concentracdes de antibidtico mais elevadas no local da infeg&o, facilitando a agéo local dos
mesmos e evitando efeitos secundarios adversos (Labiris and Dolovich 2003; Conway et al.
2013; Boisson et al. 2018).

Particularmente em relacdo a gentamicina, antibiotico pertencente ao grupo dos
aminoglicosideos, esta demonstra vantagem pois nao atravessa membranas celulares
facilmente, uma vez que se trata de uma molécula altamente hidrofilica e policatiénica, a pH
fisiolégico (Rottbgll and Friis 2016; Boisson et al. 2018), permitindo que a sua acao a nivel
pulmonar seja mais longa e que a sua absorcdo e consequente biodisponibilidade sistémica
sejam minimas (Boisson et al. 2018).

Boisson et al. (2018) observaram que a concentracdo de gentamicina no fluido de
revestimento do epitélio pulmonar (reveste o epitélio respiratorio, protegendo a mucosa aérea
de substancias irritantes e agentes patogénicos, melhorando a clearance mucociliar) era cerca
de 300 vezes superior quando este antibidtico era administrado por via aerégena através de
nebulizacdo do que quando era administrado por via endovenosa. Esta observacdo pode

explicar a resposta obtida quando, neste caso clinico, se mudou a via de administracdo da
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gentamicina de sistémica (via endovenosa) para local (nebulizagdo), quando com
administracdo sistémica nao se estava a obter uma evolucao positiva.

Apesar da utilizacdo desta via de administracéo ser bastante usada na pratica clinica,
ndo existe um protocolo terapéutico definido sobre a dosagem e o tempo de nebulizacéo a
realizar. Em 2020, Canonne et al. publicaram um artigo no qual comparavam dois protocolos
de administracdo de gentamicina por via aerégena, através de nebulizacdo. O primeiro
protocolo consistia na administracdo de 4 mg/kg de gentamicina, duas vezes ao dia, diluida
em NaCl de modo a obter 5 mL de solug&o a ser nebulizada, até a cUpula estar vazia enquanto
gue o segundo protocolo consistia ha administracdo de 2-4 mL de gentamicina a 5%, nao
diluida, nebulizada pelo menos durante dez minutos, duas vezes ao dia, independentemente
do tamanho do cdo. Canonne et al. (2020) concluiram que o segundo protocolo apresentava
melhores resultados, ao observarem que os cdes eram mais frequentemente tratados em trés
a quatro semanas e com uma menor duracao média de tratamento. O protocolo utilizado no
caso clinico estudado nesta dissertagdo utilizou uma dose de gentamicina ligeiramente
superior (4.4 mg/kg) a utilizada no protocolo 1 de Canonne et al. (2020), diluida numa menor
guantidade de NaCl (0.5 mL), sendo administrada durante pelo menos 10 minutos, trés vezes
ao dia. Embora se tenha administrado uma dose ligeiramente superior (4.4 mg/kg) e uma
maior frequéncia de administragéo (TID), a cura clinica da cadela em estudo nesta dissertacdo
so foi alcancada trés meses depois do inicio deste protocolo, ultrapassando qualquer intervalo
de tempo obtido por Canonne et al. (2020), com qualquer um dos seus protocolos (obtiveram
um maximo de 2 meses). Deste modo, o protocolo estudado nesta dissertacdo parece ser
menos eficaz do que ambos os protocolos utilizados por Canonne et al. (2020).

O caso estudado nesta dissertagdo partilha muitas caracteristicas com 0s casos
estudados por Canonne et al. (2020), permitindo uma comparacao entre ambos. Primeiro, a
raca CKCS foi uma das predominantes no estudo destes autores; segundo, a maior parte dos
cdes apresentava histéria de tosse cronica (mais de duas semanas); terceiro, todos os cées
incluidos tinham recebido antibioterapia sistémica prévia, sem se ter obtido sucesso no
tratamento. Assim, ao analisar o presente estudo em associacdo com o estudo de Canonne
et al. (2020), pode concluir-se que a administracdo de gentamicina por via aerégena no
tratamento da doenca do trato respiratorio inferior em caes, refrataria a antibioterapia
sistémica, parece ser uma alternativa viavel e que possui uma boa eficacia.

Tal como descrito e recomendado na literatura (McKenzie 11l and Murray 2004; Cohn
2010), o tratamento local com nebulizacdo foi coadjuvado com terapia sistémica
concomitante. Recorreu-se a administracdo de doxiciclina uma vez que, segundo o primeiro
TSA realizado (Anexo 7), esta bactéria era sensivel a tetraciclinas e também porque este é o
antibiético aconselhado pelas diretrizes (Lappin et al. 2017). No entanto, apesar do quadro

clinico ter apresentado algumas melhorias, ainda se observava crescimento de Bordetella na
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cultura de controlo. Como ndo havia nada que explicasse a fraca melhoria clinica, foi realizado
um TSA que incluisse especificamente doxiciclina e macrélidos (Anexo 8) onde se observou
que esta bactéria era resistente a doxiciclina, explicando esta fraca evolucdo, e tinha
sensibilidade intermédia a eritromicina. A realizacdo de TSA para macrélidos deveu-se a se
saber que, em medicina humana, a tosse convulsa em criangas, causada por B. pertussis, €
tratada com recurso a azitromicina (Altunaiji et al. 2007) e, portanto, poderia ser uma op¢ao
terapéutica a ponderar utilizar neste caso, apesar de se tratar de um antibiotico de uso
humano. Além disso, a decisdo de recorrer a administracdo de azitromicina em vez de
eritromicina teve como base o fato de o primeiro antibiético apresentar menos efeitos
secundarios e permitir uma melhor tolerancia e, consequentemente, melhor compliance do
que o segundo (Hopkins 1991; Rubinstein 2001; Larson et al. 2010) e também pela idade da
cadela e caracter refratario da terapéutica em curso. Tratou-se de uma deciséo terapéutica
tendo em conta a relacdo afetiva estreita dos tutores com a sua cadela, e assim, sob deciséo
e responsabilidade do médico veterinario assistente, permissivel ainda pela legislacdo do
medicamento (cascata do medicamento) em vigor na Unido Europeia.

O score clinico € uma ferramenta interessante para utilizar na comparacéo da evolugéo
do quadro clinico do animal e das caracteristicas radiograficas observadas com o tratamento
realizado. Neste caso, ao analisar a Tabela 6, ndo € percetivel que a alteragédo da via de
administracdo da gentamicina para nebulizagéo (a 28/1/2019) tenha provocado uma melhoria
significativa no quadro geral do animal. No entanto, ao analisar a Tabela 2 e 4 individualmente,
observa-se que existiram melhorias ligeiras na imagem radiografica e no quadro clinico entre
os dias 25/1/2019 e 5/2/2019. Assim, apesar de interessante, o score clinico é uma
metodologia algo subjetiva e que deve ser utilizada com cuidado.

A utilizag&o de cinesioterapia respiratoria através de coupage, batidas suaves e firmes
no térax com as maos em concha, associada a administracao de antibidtico por nebulizacao,
tem o beneficio de ajudar na libertacao e eliminacéo das secrecfes retidas nas vias aéreas
inferiores pela tosse (McCool and Rosen 2006), permitindo, deste modo, uma melhor
absorcao local do antibiético. Uma vez que a B. bronchiseptica possui fatores de viruléncia
que promovem a perda do movimento do aparelho mucociliar (Reagan and Sykes 2020), esta
técnica deve ser realizada em conjunto com a antibioterapia.

No desenvolvimento deste trabalho existiram algumas limitacfes, tendo uma das
principais sido a inexisténcia de critérios clinicos de suscetibilidade da B. bronchiseptica aos
antibiéticos no tratamento de infe¢des em cédes (CLSI 2018). Em 2012, Magiorakos et al.
propuseram definicbes para multirresisténcia (MDR), resisténcia extensa (XDR) ou pan-
resisténcia (PDR), relativamente as diferentes categorias de compostos antimicrobianos (por
exemplo, aminoglicosideos, carbapenemos, cefalosporinas, fluoroquinolonas, penicilinas e

inibidores da B-lactamase). Assim, MDR define bactérias ndo suscetiveis a pelo menos um
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composto em trés ou mais categorias antimicrobianas, XDR define bactérias ndo suscetiveis
a pelo menos um composto em todas, exceto duas ou menos categorias antimicrobianas e
PDR define bactérias ndo suscetiveis a nenhum composto de nenhuma categoria
antimicrobiana (Magiorakos et al. 2012).

Com base nesta classificacdo, e tendo em conta os resultados dos TSA realizados
neste caso clinico, poderia propor-se a classificacdo da B. bronchiseptica isolada como MDR,
uma vez que este micro-organismo ndo era suscetivel a pelo menos um farmaco de seis
categorias de farmacos testados. Esta observacdo vai de encontro ao que € descrito na
literatura, uma vez que, segundo Reagan et al. (2020), tem sido reconhecido um aumento da
resisténcia aos antibiéticos nos isolados de Bordetella. Neste caso, no entanto, esta sera
apenas uma classificacéo putativa, devido a utilizagéo de critérios clinicos de suscetibilidade
de origem humana, como referido anteriormente (EUCAST). No caso particular da
azitromicina, apos leitura dos TSA executados, a classificacdo como suscetivel ou resistente
foi realizada por extrapolagdo, ou seja, para os discos de antibiético nos quais o halo
apresentava um didmetro maior que 26 mm, a bactéria foi considerada como sendo
suscetivel.

Apesar das diretrizes indicarem a administracdo empirica de doxiciclina para o
tratamento de infe¢Bes do trato respiratorio inferior, causadas pela B. bronchiseptica (Lappin
et al. 2017), o seu uso ainda é alvo de alguma discordancia devido a inexisténcia de critérios
clinicos de classificagdo para este antibidtico. O crescente interesse na administracdo de
gentamicina por via aerogena, através de nebulizacdes, deve-se a esta via permitir uma
menor biodisponibilidade sistémica e consequente minimizagéo dos efeitos secundarios deste
composto. O fato da antibioterapia por via aerégena ter sido essencial na recuperagédo da
cadela em estudo reforca a utilidade desta via de administracéo no tratamento da infe¢do do
trato respiratorio inferior em cées, em situacdes semelhantes ao caso aqui apresentado,

apoiando também os resultados obtidos por Canonne et al. (2020).
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10. Concluséo

O estudo do caso clinico aqui apresentado refor¢a a importancia da determinacao de
um possivel protocolo terapéutico mais eficaz para o tratamento de infe¢des respiratrias em
cées causadas pela B. bronchiseptica, particularmente em casos de multirresisténcia, usando
a administragdo de gentamicina por via aerégena, através de nebulizagcdo, associada a
cinesioterapia respiratoria.

Foi possivel observar que esta via de administragdo foi essencial para o sucesso do
tratamento j& que, quando iniciada, a cadela demonstrou melhorias significativas que néo
estavam a ser obtidas apenas com a terapéutica sistémica. Apesar da maior duracdo de
tratamento necesséria para alcancar a cura clinica, este trabalho vem reforgar as conclusées
de Canonne et al. (2020), apoiando a hipétese de que a administracdo de gentamicina por
nebulizacdo, associada a terapia sistémica, traz beneficio clinico a cées infetados por B.
bronchiseptica que ndo respondem com monoterapia sistémica.

A realizagdo sistematica de cultura e TSA aquando de uma suspeita de infe¢éo
bacteriana pode ser crucial na diminuicdo do aparecimento de bactérias multirresistentes uma
vez que o tratamento sera sempre realizado de forma mais direcionada a sensibilidade do
agente em questao.

Desta forma, o trabalho aqui apresentado é também importante para a
consciencializagdo de que o uso discriminado e consciente de antibidticos é essencial para
gue se obtenha uma resolucdo clinica mais eficaz e rapida, com menos sofrimento dos

pacientes.

11. Trabalho Futuro

O trabalho aqui apresentado é preliminar e necessita de estudos futuros. Seria
interessante realizar um estudo mais alargado, que inclua mais casos de cdes com infecdes
respiratérias por B. bronchiseptica e observar se o inicio precoce de gentamicina por
nebulizacdo resulta numa evolucao do quadro clinico mais rapida. Além disso, uma vez que
a problematica da resisténcia aos antibiéticos tem vindo a preocupar cada vez mais, e visto
que B. bronchiseptica é uma bactéria zoondtica, seria também interessante estudar se esta
bactéria tem vindo a ganhar resisténcias.

O estudo deste trabalho levanta ainda a necessidade de executar estudos
microbiolégicos que vdo de encontro ao estabelecimento de critérios clinicos de
suscetibilidade para antibiéticos usados no tratamento de infegBes por B. bronchiseptica no
cdo e gato, principalmente para a doxiciclina, j& que este é o antibiotico, de uso veterinério,
de primeira escolha nestas infe¢fes. A classificagdo correta € muito importante de modo a

prevenir o aparecimento de mais resisténcias.
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Anexos

Anexo 1. Hemograma de dia 12/1/2019

I}ﬂv Hospital Veterinario
do Porto

0 seu carinho,
a nossa protegho

Hemograma

Mome do Animal: | Sissy
Espécie: Cao
Género: Feminino
Data: 12/01/201%
Hora: 20:20

6.00—17.00 1043/ L 63.57
3.62-12.3010%3/L 55.83
0.83 —4.91 1009/ L 3.57
0.14-1.97 1009/ L 3.90
0.04-1.62 1009/ L 0.03
0.0-0.12 103/ L 0.18
52.0-81% 879
12.0-33.0% 5.6
20-130% 6.2
0.5-10.0% 0.1
00-13% 0.2
5.10-85010%12 5.63
110-150 g/L 116
33.0-560% 3689
60.0-76.0f 655
200-27.0pg 20.7
300 - 380 gfL 316
125-172 % 16.9
33.2-4631 452
117 - 430 10*3/L 176
E0-1411 3.4
12.0-175 16.7
0.05-058% 0.166
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Anexo 2: Hemograma de dia 24/1/2019

[}_ﬂv Hospital Veterinario
do Porto

0 seu carinho,
& nossa protechso

Hemograma
Mome do Animal: | Sissy
Espécie: Céo
Género: Feminino
Data: 24/01/2019
Hora:

6.00—17.00 1043/ L 3021 H
3.62-12.3010%3/L 2254 H
0.83—4.91 1009/ L 4.35
0.14-1.97 1049/ L 317 H
0,04 - 1.62 1049/ L 0.06
0.0-0.12 10%8/L 0.05
L20-B1% 746
120-33.0% 144
20-13.0% 105H
05-10.0% 021
00-13% 03
5.10-350 1012 474
110-130gfL 102
33.0-560% 28.8
e0.0-76.01 e0.7H
200-27.0pg 215H
300-380g/L 354
125-172 % 17.2
33.2-463 1 36.5
117 - 430 103/L 33z
E0-1411 15.3
12.0-175% 182H
0.05-058% 0.508
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Anexo 3. Hemograma de dia 28/1/2019

[}_ﬂv Hospital Veterinario
do Porto

0 seu carinho,
& nossa protechso

Hemograma
Mome do Animal: | Sissy
Espécie: Céo
Género: F

Data: 28/01/2019
Hora:

6.00—17.00 1043/ L 4039 H
3.62-12.3010%3/L 33.02H
0.83—4.91 1009/ L 3.37
0.14-1.97 1049/ L 3.80H
0,04 - 1.62 1049/ L 0.15
0.0-0.12 10%8/L 0.05
L20-B1% BlE8H
120-33.0% 4L
20-13.0% 5.4
05-10.0% 03L
00-13% 01
5.10-350 1012 470L
110-130gfL 104 L
33.0-560% 316l
e0.0-76.01 67.2
200-27.0pg 222
300-380g/L 331
125-172 % 192H
33.2-463 1 472 H
117 - 430 103/L 133
E0-1411 5.5
12.0-175% 16.7
0.05-058% 0.127
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Anexo 4 Hemograma de dia 11/2/2019

[}_ﬂv P Hospital Veterninaro 0 seu carinho,
do Porto a nossa protechs

Hemograma

Nome do Animal: | Sissy

Espécie: Cio

Género: F

Data: 11/02/2019

Hora: 20:52

6.00—17.00 1049/ L 7.61
3.62-12.30109/L 5.7
0.83 —4.91 1049/ L 115
0.14-1.97 1049/ L 0.64
0.04 —1.62 1003/ L 0.11
0.0—-012 108/ L 0.00
520-8l% 74.9
12.0-33.0% 15.1
20-13.0% 3.4
05-10.0% 15
00-13% 0.1
5.10-3.50 1012 5.12
110-130 gL 125
33.0-56.0% LN
&0.0—-T76.0f 713
200-27.0pg 24.4
300-380g/L 315
125-172 % 137
33.2-463 1 39.8
117 - 490 10%3/L 260
80-1411 10.2
120-175 156
0.05-058% 0264
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Anexo 5. Hemograma de dia 6/3/2019

[}_ﬂv Hospital Veterinario
do Porto

0 seu carinho,
& nossa protechso

Hemograma
Mome do Animal: | Sissy
Espécie: Céo
Género: F

Data: 6-3-201%
Hora: 3h

6.00—17.00 1043/ L 10.80
3.62-12.3010%3/L 5.61
0.83—4.91 1009/ L 4.12
0.14-1.97 1009/ L 0.8
0.04-1.62 1009/ L 0.67
0.0-0.12 103/ L 0.02
52.0-81% 51.9
12.0-33.0% 38.2
20-130% 35
0.5-10.0% 6.3
00-13% 0.1
5.10-85010n12 4.68
110-1%0gfL 11e
33.0-56.0% 34.8
60.0-760f 74.
200-27.0pg 24.7
300 - 380 gfL 33z
125-172 % 158
332-4631 435
117 - 430 10"3/L 170
B0-1411 11.7
12.0-175 16.5
0.03-053% 0133
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Anexo 6: Hemograma de dia 2/5/2019

[}_ﬂv Hospital Veterinario
do Porto

0 seu carinho,
& nossa protechso

Hemograma
Mome do Animal: | Sissy
Espécie: Céo
Genero: F

Data: 02-05-2019
Hora: 1zh

6.00—17.00 1043/ L g3.11
3.62-12.3010%3/L 4.20
0.83—4.91 1009/ L 3.23
0.14-1.97 1009/ L 0.25
0.04-1.62 1009/ L 0.43
0.0-0.12 103/ L 0.00
52.0-81% 518l
12.0-33.0% 33E8H
20-130% 3.0
0.5-10.0% 5.3
00-13% 0.1
5.10-85010n12 571
110-1%0gfL 136
33.0-56.0% 40.8
60.0-760f 714
200-27.0pg 23.9
300 - 380 gfL 333
125-172 % 13.4
332-4631 371
117 - 430 10°3/L 147
B0-1411 126
120-175 17.3
0.09-053% 0.185
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Anexo 7: Cultura, TSA e Citologia do dia 15/1/2019

FICHA DE RESULTADOS INnNG

\abaratdria veterindrio

fanm b bl R inem eyt

Clindaa: Hosplal Yeterindrio do Porto Pk Chr i i S, ol 5, 5, Winenke [l 5 7 1 e
are-y s th 0]

Médlken: Dr. Luls Lok

Andmal: SIBEY

Ecpéols: Canina

Sexo: F HID: 287635

Raga: Cavaller King Charies Hord § N® Tubo: 267334 | HWFTEE

Idade: 12 M Data: 15-01-2019

Turhbor: Cristovlo Fermeim Miarochip:

Microbiologia
Analiaes Resultados / Unidades: Val. Referdncia Resultados Anterones

Exame Bactericlogico com Antibiograma
Produto Lavado broncoakleolar

lsolou-se:  Bordefella bronchiseptica
Susceptivel a:
Imipenem, Gentamicina, Tetraciclinag, Doxiciclina, Amicacina
Intermédio a:
Cloranfenicol, Enrofloxacina
Resistente a:

Trimetoprim +5ulfametoxazol
Citologia
Andliaas Resultados | Unidades Val Refaréncla Rezultados Antariores
Citologia

Amosira Lavado bronco-alveolar

Nimero de preparacies 2 laminas realizadas a partir do material enviado

Observagio Microscopica Amostra de boa celularidade.
Observa-se uma exuberante populagie de células inflamatdrias constituida
predominantemente por neutrafilos ndo degenerados, raros macrofagos alveolares &
eosindfilos associados a escassas bactérias bacilares livres e fagocitadas.
Visualzam-se ainda raras células epiteliais colunares ciliadas sem atipia.

Diagnastico A imagem citoldgica sugere a presenga de um processo inflamatdnio supurative séptico

comgpativel com uma pneumonia.

Com os meihores cumprimentios,

Maxdats Informatica, Lda. m‘m
v

| ik w0l
ey
B ]
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Anexo 8: Cultura, TSA e Citologia do dia 31/1/2019

#3Genover

HOSPITAL VETERINARIC DD PORTO
E-mail: hvp@onevetgroup. pt

Médico Veterinario:
Dr. Luis Lobo

Data de Chegada: 31/01/2019
Data de Saida: 07/02/2019

MicroBlOLOGIA

CmoLoGla

N® 584/19
Proprietario: Cristovdo Femeira
Mome: Sissy
Idade: 3M Sexo. F

Espécie: Canideo
Raca: Cavalier King Charles

Material enviado: LBEA e sangue

O material observado em esfregago apresenta sinais de inflamagdo purulenta muito intensa,
com neutrdfilos degenerados ocasionais e pequenos cocobacilos livres e intrafagocitarios
muito abundantes e ocasionais linfocitos pequenocs. Presenga de raras células de epitélio
respiratario reactivas. Fundo proteindceo intenso.

CuLTURA MICROBIOLOGICA

Resultado: Positivo
Agente bacteriano: Bordetella bronchiseplica
Teste de Susceptibilidade a Antibidticos (TSA)

L DMV, Laboratdrio de Diagnostico Molecular

Veterinario Lda.

Antibidticos Resultado
Amicacina Sensivel

Amaoxicilina Resistente
Amoxiciling/Acide Clavulinico Resistente
Cefalotina Resistente
Cefotaxima Resistente
Cefoxitina Resistente
Ceftazidima Resistente
Clindamicina Resistente
Cloranfenicol Sensivel

Doxicicling Resistente
Enrofloxacina Resistente
Eritromicina Intermédio
Gentamicina Sensivel

Tetraciclina Resistente
Trimetoprim/Sulfametoxazol Resistente

Pag. 1

Médico Veterinario

Constanga Ferreira Pomba

oMY 1252
Rua Margarida Palla, 5-4, 1485-143 Algés www_genevet pt
Tel 214128730; Telm 912800928 geralipenevet.pt

69



MicroBIOLOGIA

HEMOCULTURA

Determinagio da Concentragdo Inibitdria Minima

Resultado
Antibidticos mgfL |Interpretacio
Amicacina 16 5
Ampicilina 16 R
Amoxicilina/Acido Clavuldnico | =8/4 B
Cefalotina > 16 R
Cefotaxima > 32 R
Cefoxitina > 16 R
Ceftazidima 3 R
Ciprofloxacina »2 R
Cloranfenicol =8 5
Fosfomicina > 54 R
Gentamicina 4 5
Levofloxacina I
Minociclina =4 5
Tetraciclina ] 5
Trimetoprim/Sulfametoxazol =476 R

Resultado: Sem crescimento bacteriano apds culturas sucessivas num periodo de 7 dias.

Pag. 2

Médico Veterinario

Constanga Ferreira Pomba

oMY 1252
L M.V, Laboratério de Diagnostico Molecular Rua Margarida Palla, 5-A, 1425-143 Algés www_genevet pt
Veterinario Lda Tel 214138730; Telm 912800935 gerali@gensvet.pt
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Anexo 9: Cultura, TSA e Citologia do dia 7/3/2019

$3cenever

HOSPITAL VETERINARIO DO PORTO
E-mail: hvp@onevetgroup pt
Médico Veterinario:

Dr. Luis Lobo

Data de Chegada: 07/03/2019
Data de Saida: 14/03/2019

MicroBlOLOGIA

CmoLoGla

N 1405/19

Proprietario: Cristovdo Femeira
Mome: Sissy
Idade: 5M Sexo. F
Espeécie: Canideo
Raca: Cavalier King Charles

Material enviado: LBA

O material observado em esfregago apresenta raras células degeneradas ndo-identificaveis e
escassos macrofagos em fundo proteinaceo igeiro.

CuLTURA MICROBIOLOGICA

Resultado: Positivo apos cultura em meio de enriquecimento.
Agente bacteriano: Bordetella bronchiseplica

Teste de Susceptibilidade a Antibidticos (TSA)

Antibidticos Resultado
Azitromicina Sensivel

Doxiciclina Resistente
Eritromicina Intermédio

L. 0.M.V, Laboratdrio de Diagnostico Molecular
Veterinario Lda.

Meédico Veterinario

Constanga Ferreira Pomba

oMY 1252
Rua Margarida Palla, 5-4, 1485-143 Algés www_genavet.pt
Tel 214128730; Telm 912800928 geralipenevet.pt
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Anexo 10: Cultura, TSA e Citologia do dia 29/3/2019

HGenover

HOSPITAL VETERINARIO DO PORTO
E-mail: hvp@onevetgroup pt
Médico Veterinario:

Dr. Luis Lobo

Data de Chegada: 29/03/2019
Data de Saida: 03/04/2019

MicroBlOLOGIA

CmoLoGIA

N® 1900/19
Proprietario: Cristovdo Femeira
Mome: Sissy
Idade: 3M Sexo. F

Espeécie: Canideo
Raca: Cavalier King Charles

Material enviado: LBA

O material observado em esfregago apresenta raras células degeneradas ndo identificaveis e
ocasionais formas bacterianas (bastonetes) livres, em fundo proteinaceo moderado.

CuLTURA MICROBIOLOGICA

Resultado: Positivo.

Agente bacteriano: Bordetella bronchiseplica

Teste de Susceptibilidade a Antibidticos (TSA)

Antibidticos Resultado
Amicacina Sensivel

Amoxicilina Resistente
AmoxicilinafAcide Clavuldnico Resistente
Azitromicina Sensivel

Cefalotina Resistente
Cefotaxima Resistente
Cefoxitina Resistente
Ceftazidima Resistente
Cloranfenicol Sensivel

Doxiciclina Resistente
Enrofloxacina Intermédio
Gentamicina Sensivel

Tetraciclina Resistente
Trimetoprim,/Sulfametoxazol Resistente

L. 0.M.V, Laboratdrio de Diagnostico Molecular
Veterinario Lda.

Rua Margarida Palla, 5-A, 1485-143 Algés
Tel 2141238730; Telm 912800935
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Constanga Ferreira Pomba
oMV 1252

www.gensvetpt
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Anexo 11: Cultura, TSA e Citologia do dia 18/4/2019

: Genje_UET

e N® 236819
HOSPITAL VETERINARIO DO PORTO Proprietario: Cristovdo Fermeira
E-mail: hvp@onevetgroup pt Mome: Sissy
Meadico Veterinario: ldade: 3M ldade: 3M
Dr. Luis Lobo Espécie: Canideo

Raca: Cavalier King Charles
Data de Chegada: 18/0472019
Data de Saida: 24/04/2019 Material enviado: LEA

MicrROBIOLOGIA

CImoLoGIA

O material em esfregago apresenta concentrag8o acentuada de células degeneradas, concentragéo
moderada de placas de células epiteliais e concentragéo discreta de neutrofilos, macrofagos e células
colunares ciliadas em fundo de 1dmina repleto de substdncia amorfa rosea. Foram observadas algumas

estruturas sugestivas de bactérias do tipo cocos.

CUuLTURA MICROBIOLOGICA — AEROBIOSE

Resultado: Positivo apds cultura em meio de enriquecimento.
Agente bacteriano: Staphylococcus spp.

Teste de Susceptibilidade a Antibidticos (TSA)

Antibidticos Resultado
Amicacina Sensivel
Amoxicilina Resistente
amoxiciling/Acide Clavuldnico Sensivel
Cefoxitina Sensivel
Clindamicina Sensivel
Cloranfenicol Sensivel
Enrofloxacina Sensivel
Eritromicina Sensivel
Gentamicina Resistente
Penicilina Resistente
Tetraciclina Resistente
Trimetoprim/Sulfametoxazol Sensivel

Pag. 1
Médico Veterinario

Constanga Ferreira Pomba

oMV 1252
L DMV, Laboratdrio de Diagnostico Molecular Rua Margarida Falla, 5-4, 1425-143 Algés www_genevet pt
Vieterinario Lda. Tel 214139730; Telm 912800935 gerakfgenevet pt
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CuLTuRA MICROBIOLOGICA — ANEROBIOSE

Resultado: Positivo apas cultura em meio de enriquecimento.
Agente bacteriano: Pseudomonas spp.

L O.M.V, Laboratdrio de Diagnostico Molecular

Veterinario Lda

Teste de Susceptibilidade a Antibidticos (TSA)

Antibidticos Resultado
Amicacina Sensivel
Amoxicilina Resistente
amoxiciling/Acide Clavuldnico Resistente
Ceftazidima Sensivel
Ciprofloxacina Sensivel
Cloranfenicol Resistente
Enrofloxacina Intermédio
Gentamicina Intermédio
Marbofloxacina Sensivel
Piperacilina Resistente
Tetraciclina Resistente
Tobramicina Sensivel
Trimetoprim,/Sulfametoxazol Resistente

Constanga Ferreira Pomba

Rua Margarida Palla, 5-4, 1425-143 Algés

Tel 214128730; Telm 912800928
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www.genevet.pt
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