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RESUMO

AM, LUIZ, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, Julho de 2019. Perfil Bacteriologico
e Citologico de Lavado Traqueobrénquico de Equinos Sadios em Sistema Intensivo

e Extensivo. Orientador: Fernando Luiz Tobias.

A equinocultura é uma atividade econémica relevante em grande parte do mundo,
sendo as afeccOes respiratorias responsaveis por grandes perdas econdmicas e
quedas de desempenho esportivo. Objetivou-se com essa pesquisa tracar
qualitativamente o perfil citolégico e microbiolégico do aparelho respiratério superior
de equinos em duas situacdes de regimes de criacdes. Dentre os varios métodos de
diagnéstico e de avaliacdo de progndstico para pacientes portadores de afeccbes
respiratorias, optou-se avaliar as amostras obtidas neste estudo por meio de lavado
traqueobrénquico. Para tanto, foram analisados dezoito animais, separados em dois
grupos: G1, com nove equinos mantidos em sistema extensivo de criacao e G2, com
nove equinos mantidos em baias no regime intensivo. Foram realizadas analises
citolégicas e bacterioldgicas desses lavados. Os resultados citologicos foram
condizentes com a literatura, observando-se a predominancia celular de macréfagos
alveolares. Numa avaliacdo comparativa, o G2 permitiu a deteccdo de
hemossiderofagos, comprovando que os animais mantidos em baias possuem alto
indice de particulas em superficie, aumentando a incidéncia de Hemorragia
Pulmonar Induzida por Exercicio (HPIE). A avaliacdo bacteriana evidenciou no G1
isolamento de 13 espécies no G1 e 19 no G2, com predominancia de bacilos em
ambos os grupos. Na pesquisa, foi possivel concluir que h& diferenca qualitativa e
quantitativa de flora bacteriana e de células inflamatérias entre os dois regimes de
criacao.

Palavras chaves: Equino; Bacteriologia, Citologia; intensivo; extensivo;



ABSTRACT

AM, LUIZ, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, February, 2019. Bacteriological and
Cytological Profile of Tracheobronchial Wash of Healthy Horses in Intensive and

Extensive System. Advisor: Fernando Luiz Tobias.

Echinoculture is a relevant economic activity in much of the world, with respiratory
diseases responsible for large economic losses and declines in sports performance.
The objective of this research was to qualitatively trace the cytological and
microbiological profile of the upper respiratory tract of horses in two situations of
breeding regimes. Among the various methods of diagnosis and prognosis evaluation
for patients with respiratory diseases, it was decided to evaluate the samples
obtained in this study by means of tracheobronchial lavage. For this, eighteen
animals were analyzed, separated into two groups: G1, with nine horses kept in an
extensive breeding system and G2, with nine horses kept in bays under intensive
regime. Cytological and bacteriological analyzes of these washes were carried out.
The cytological results were consistent with the literature, observing the cellular
predominance of alveolar macrophages. In a comparative evaluation, the G2 allowed
the detection of haemosiderophages, proving that the animals kept in bays have a
high surface particle index, increasing the incidence of Exercise Induced Pulmonary
Hemorrhage (HPIE). The bacterial avalieted evidenced in G1 isolation of 13 species
in G1 and 19 in G2, with predominance of bacilli in both groups. In the research, it
was possible to conclude that there is qualitative and quantitative difference of
bacterial flora and inflammatory cells between the two breeding regimes.

Keywords: equine; bacteriology; citology; intensive; extensive
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INTRODUCAO

A equinocultura € uma atividade econdmica altamente relevante em grande
parte do mundo, no Brasil possui, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica - IBGE (2014), 5,31 milhdes de animais, sendo 24,4% destes,
localizados na regido Sudeste. Em 2011, no estudo da Federacéo Internacional da
Agricultura (FAO), a populacdo mundial de equinos era de, aproximadamente, 59
milhdes de cabecas. Pode-se dizer assim, que o Brasil detém cerca de 9% da
espécie em seu territério. Acrescenta-se a essas informacdes que o pais movimenta
em torno de 16 bilhdes de reais de forma direta e indireta (MAPA, 2016).

No Brasil, 0 mercado de produtos voltados para os cavalos movimentam grande
parte desses valores supracitados, acrescentando também, os gastos com Médicos
Veterinarios, que aumentam consideravelmente ano apdés ano, muito pelo alto
investimento em animais cada vez com valores zootécnicos consideraveis. Diante
das diversas finalidades criatorias de equinos, a utilizacdo em praticas esportivas
pode ser considerada aquela que mais se destaca. Devido a esta tendéncia,
inomeros estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de incrementar o
desempenho dos equinos nas provas a que sao submetidos (SANTOS et al, 2007).

Os disturbios do sistema respiratério ocupam o segundo lugar, atras dos
distarbios do sistema musculo — esquelético, na limitacdo do desempenho atlético
dos equinos. Ocorrem grandes perdas econ6micas quando os programas de
treinamento de equinos sao interrompidos em razédo de enfermidades respiratorias
(DIXON, 1997).

Para corroborar o dito anteriormente, pesquisas em cavalos de esporte
mostraram evidéncias de que o sistema respiratério representa um fator limitante
para desempenho maximo, chegando a representar, segundo AMARAL et al (1999),
42% de cavalos com queda de desempenho, seja uma disfungcao leve ou moderada.
A deteccao dessas enfermidades, quando de forma precoce, torna-se essencial para
o rapido retorno dos animais ao treinamento, pois com o rapido diagnostico, evita-se
que tal patologia se alastre, gerando prejuizos a saude do animal e financeiros ao
seu tutor.

Existem varios fatores que levantam a possibilidade das principais causas desse

indice alto, relacionado ao aparelho respiratério. O regime de criacdo a ser utilizado,



€ um desses fatores, pois em estudos recentes, foi possivel constatar, que ha um
namero infinitamente maior de particulas flutuantes dentro de baias (regime
intensivo) quando comparados com animais criados em piguetes (regime extensivo).

As principais causas das patologias do sistema respiratério SAo 0S processos
inflamatoérios e/ou infecciosos, que sdo comuns em locais com aglomeracdo de
equinos e transportes prolongados, a esse fato deve-se o fator de que agentes
etiologicos propagam-se mais facilmente de um hospedeiro para o outro, de forma
mais facil, quando a aglomeracéo acontece.

Nos ultimos anos, as doencas respiratérias em equinos foram amplamente
estudadas, aumentando a compreensao sobre alguns aspectos importantes, como a
imunologia e virologia. Somado a isso, métodos diagnosticos foram testados e
aperfeicoados (DIXON, 1997), objetivando elucidar diagndsticos precisos e mais
rapidos e de forma menos invasiva e barata (FERNANDES et al., 2000). Tais
técnicas sdo muito Uteis na localizagéo do processo clinico, porém nem sempre tem
a mesma eficacia na elucidacéo do agente causador (ETTINGER; FELDMAN, 1995).
Por isso, técnicas de obtencédo das secrecdes, seja do aparelho respiratorio anterior
ou posterior, sofreram aperfeicoamentos contundentes nas ultimas décadas.

Uma das técnicas que sofreram adaptacdes importantes é o Lavado
Traqueobrénquico (LTB). Tal procedimento, hoje, € muito utilizado na rotina clinica,
com objetivo de se obter fluidos presentes no trato respiratério inferior de equinos,
com problemas respiratorios.

Na coleta de fluidos respiratérios, ha a possibilidade de uma avaliacdo
qualitativa da celularidade (avaliacdo citoldgica) e também de agentes pertencentes
aguela regiao (avaliagdo microbiolégica).

Dessa forma, o presente trabalho teve o objetivo de tracar o perfil citolégico e
bacteriol6gico, de forma qualitativa, do aparelho respiratorio superior de equinos em

duas situacdes de regimes de criacoes, através do lavado traqueobrdnquico.



1 SISTEMA RESPIRATORIO EQUINO

O sistema respiratorio é formado pelas narinas, fossas nasais, septo nasal,
seios paranasais, hasofaringe, laringe, bolsas guturais, palato mole, traquéia,
brébnquios, pequenas vias aéreas, pulmdes e cavidades pleurais (BEECH,1975 ;
SPEIRS,1999).

Ele tem como fungBes o transporte de oxigénio e a remocao de dioxido de
carbono da corrente sanguinea (ROBINSON e FURLOW, 2007). O ar chega aos
pulmdes através das vias respiratérias que estabelecem a comunicacdo entre o
ambiente e os alvéolos onde as trocas gasosas ocorrem (ROBINSON e FURLOW,
2007). Para além da funcao da troca gasosa, 0 aparelho respiratorio € responsavel
pelo metabolismo de alguns compostos, termo regulacdo e funciona como um
reservatorio de sangue gracas a extensa rede de vasos que compdem o sistema de
circulagdo pulmonar (ETTINGER; FELDMAN, 1995). O aparelho respiratorio equino
esta dividido em duas porc¢des, o trato respiratorio anterior (cavidade nasal, seios
paranasais, faringe, laringe e traqueia) e o trato respiratorio posterior (brénquios
principais, brénquios segmentares, bronquiolos e alvéolos pulmonares)
(GONCALVES, 2004). A traqueia equina € uma estrutura tubular flexivel que se
encontra ente a faringe e a carina, é formada por quatro camadas (adventicia,
musculocartilaginosa, submucosa e mucosa) e por 40 a 60 anéis fibrocartilagineos
incompletos (VOSS e SEAHORN, 2004).

1.2 AVALIACAO SISTEMA RESPIRATORIO

Para uma avaliacdo adequada do sistema respiratério de equinos, é
importante iniciarmos com a coleta de informacées, formando um adequado histérico
que, consequentemente, ira direcionar um exame clinico acurado, 0 que,
normalmente, é negligenciado na maioria das vezes (BEECH, 1975).

SPEIRS (1999) afirma que deve-se verificar a reclamacao exata, duragdo e
progressao dos sinais, exposicdo a agentes nocivos ao trato respiratorio e estresse,
como o de transporte, programas de vacinacao e vermifugacao, medicacoes, tipos

de instalacfes e disposi¢cdo de pastagem, estado de saude e desempenho de outros



cavalos no mesmo grupo de cocheiras ou sob a responsabilidade do mesmo
treinador.

A idade do cavalo, o tipo do ambiente (baia, cama e aeracédo), alimentacao,
estacdo do ano, introducdo de animais novos no mesmo recinto ou local de
permanéncia dos animais, enfim, mudangcas em qualquer item do manejo podem ser
importantes para que se possa realizar um diagnostico preciso. Também é
importante determinar ha quanto tempo o proprietario ou treinador possui o cavalo
(BEECH,1975 ; SPEIRS, 1999).

1.3 EXAME FiSICO

Sempre o ideal é que a realizacdo do exame fisico seja em um ambiente
calmo, livre de estresses, tanto para o avaliador quanto para o animal, onde
qualquer sinal pode causar interferéncia que pode levar a avaliagcbes equivocadas
do quadro. E importante também notar a adocdo de alguma posicdo especial no
repouso e, se parece ansioso ou com sinais de dor (BEECH,1991).

Os movimentos associados a respiracdo, em um cavalo higido, sdo quase
imperceptiveis. A respiracdo normal em repouso é composta de uma sequéncia
regular de movimentos inspiratorios e expiratérios com uma pausa entre eles
(BEECH,1991 e SPEIRS,1999). Os mesmos autores citaram que um cavalo adulto
normal possui uma frequéncia respiratéria entre 18 a 20 movimentos respiratorios
por minuto, em repouso.

Speirs (1999) citou que a avaliacdo da frequéncia dos movimentos
respiratorios é facilmente realizada, mas a da respiracdo requer a medida do
consumo de oxigénio e da producdo de dioxido de carbono. Este autor, também
descreveu que para facilitar a descricao clinica, a frequéncia e o volume (volume
tidal) aparente podem ser descritos como diminuidos, normais ou aumentados e a
dificuldade da realizacdo dos movimentos respiratérios, como laboriosa ou dificil.
Termos como dispnéia, hiperpnéia, polipnéia, hiperventilacdo e hipoventilacdo sdo
usados para descrever a respiracdo e 0S movimentos respiratorios, mas Sao
parametros subjetivos e quando usados como parte do exame clinico inicial, indicam

alteracdes na ventilagdo que podem né&o existir.



Alguns sinais encontrados sao de extrema importancia para guiar o restante
da avaliacdo e nortear quanto a solicitacdo de exames complementares. Por
exemplo, a tosse, quando presente, deve ser caracterizada. Podem existir
guantidades consideraveis de secrecfes nas vias aéreas inferiores e a tosse parecer
ndo produtiva. Ela pode ser paroxistica ocorrendo em qualquer individuo com as
vias aéreas irritadas. A auséncia de tosse, bem como de secrecdo visivel
externamente, ndo descarta a existéncia de exsudato presente nas vias aéreas.
Grande parte da secrecdo produzida é deglutida quando atinge a faringe
(BEECH,1991). A tosse pode ser provocada nos cavalos com o epitélio respiratério
danificado, através da pressao da traquéia perto da laringe (MICHELOTTO, 1993).

Os o0sso0s que cobrem o0s seios paranasais e as fossas nasais devem ser
examinados visualmente, por palpacdo e por percussao. Os septos nasais devem
ser examinados, para avaliacdo de qualquer problema que possa acarretar em
desvio de septo, o que ira interferir na respiragcdo normal do cavalo (SPEIRS,1999).
Os seios paranasais devem ser percutidos, comparando-se cada lado
(BEECH,1991; SPEIRS,1999). Deve-se avaliar os linfonodos regionais, notando a
consisténcia, mobilidade, temperatura e sensibilidade dolorosa (MC GORUM, 1994).

Apo6s uma avaliacdo minunciosa, onde o tempo ir4 variar de acordo com o
avaliador e a emergencialidade do caso, deve-se proceder com exames
complementares para dar novos direcionamentos ou até mesmo para elucidar
determinados diagndsticos presuntivos. E de suma importdncia que sejam
realizadas auscultacdes de todo o sistema respiratorio, desde os seios paranasais
até os pulmdes, que sdo separados por lobos, para que a avaliagdo seja bem

direcionada.



2 COLETA DE MATERIAL DE VIAS AEREAS INFERIORES

Os materiais para realizacdo da coleta de secrecdes das vias aéreas dos
equinos podem ser conseguidos através do Lavado Traqueobrénquico (LTB) e/ou
lavagem broncoalveolar (LARSON, 1985; MC GORUM, 1994 e SAVAGE,2001).

A andlise das secrecdes respiratérias permite o diagnostico com uma boa
sensibilidade das doencas respiratorias mais frequentes, estudo da patofisiologia do
processo envolvido e o acompanhamento dos casos apos terapéutica (RADOSTITIS
et al., 2009). A colheita de secrecfes respiratorias podera ser realizada através da
lavagem e aspiracdo traqueal (LT), lavagem broncoalveolar (LBA), entre outros
procedimentos (RICHARD, FORTIER, LEKEUX e VAN ERCK, 2010). As amostras
assim obtidas poderdo posteriormente ser submetidas para citologia, analise
bioquimica, cultura bacteriana, isolamento viral, testes moleculares e exame
histopatoldgico (RICHARD et al., 2010). E importante salientar que a técnica usada e
o método de colheita podem afetar de um modo significativo as contagens celulares,
tipo de células obtidas bem como as contagens bacterianas, pelo que devera haver
uma padronizacdo dos protocolos usados no que concerne ao periodo de colheita
(ex. repouso ou apds o exercicio), volume e tipo de fluido instilados, maneio e
processamento das amostras (HODGSON e HODGSON, 2007).

2.1 LAVADO TRAQUEOBRONQUICO EM EQUINOS

O lavado traqueobrénquico (LTB) em equinos € uma das técnicas mais
utilizadas com o objetivo de obtencdo do contetudo das secre¢Bes provenientes das
vias aéreas distais. Essa técnica foi utilizada, inicialmente, na medicina humana, por
PECORA (1959) e, em 1972, adaptada para equinos por MANSMANN e KNIGHT.
Tais autores conseguiram constatar que a técnica tinha grande utilidade na
identificagdo dos agentes etioldgicos em afecgBes respiratorias com caracter
infeccioso. Ja BEECH, em 1975, observou que o exame citolégico do LTB pode ser
utilizado, também, na identificacdo de uma resposta inflamatéria local das vias
aéreas em cavalos com algum disturbio respiratorio.

DIXON (1997) considerou em sua pesquisa que o LTB é a técnica mais

acurada para obter espécimes de secrecdo respiratéria para exames



microbiologicos. A técnica permite avaliar, como mencionado acima,
qualitativamente a microbiota tragueal de animais domésticos, ndo sendo indicado
para avaliacdes quantitativas, pois a instilacdo de liquidos no limen traqueal pode
diluir o muco e mascarar a real concentracdo de bactérias existentes na traquéia
(HEWSON; VIEL, 2002).

O LTB pode ser amplamente utilizado para avaliacdo microbiolégica e
citolégica do aparelho respiratorio. Em equinos sadios a andlise do fluido demonstra
presenca de macréfagos, hemossideréfagos, células gigantes, neutrofilos, linfécitos
e eosinofilos (CHRISTLEY, et al., 1999). Em cavalos adultos, o que predomina sao
macréfagos e linfécitos (60 e 30% aproximadamente, respectivamente). Ja em
potros, entre 80 e 90% s&o macrofagos alveolares (SPEIRS, 1999).

Quando em processos inflamatorios, o fluido traqueal, apresenta, segundo
BAIN (1997), um aumento de mais de 40% na proporcao relativa de neutrofilos. No
lavado, em animais higidos, sado encontrados muco, grandes esporos e hifas
fungicas, mas, devido a forma de obtencdo, com solucéo fisioldgica, a contagem
dessas células fica prejudicada, pois ndo € possivel a coleta total dos fluidos
instilados, variando de um animal para o outro. No entanto, a grande funcdo da
avaliacdo celular € a identificagdo de suas caracteristicas (SWEENEY, 1996).

Alguns fatores podem interferir na avaliacdo dos fluidos respiratorios,
podendo ser patolégicos ou ndo. Em doencas pulmonares cronicas, grande
guantidade de neutréfilos e células epiteliais sao identificadas, com reducédo do
namero de macrofagos e linfocitos e raros eosindfilos (DERKSEN, et al., 1989).
Raidal et al. (1997), mensurou o efeito do transporte em cavalos, conseguindo
constatar aumentos consideraveis de muco e celularidade, com destaque para

macrofagos alveolares.

2.1.1 Principais Indicagdes

O LTB tem como principal indicacdo, avaliar a microbiota e a celularidade de
pacientes aparentemente portadores de patologias associadas ao aparelho
respiratorio. Tal técnica possui uma vantagem importante de ser um procedimento

minimamente invasivo oferecendo riscos minimos ao paciente (LESSA, 2005)



Em cavalos de corrida, o LTB tem sido utilizado, com intuito de analise
celular, onde € possivel oferecer informagbes extremamente importantes
relacionadas a Hemorragia Pulmonar Induzida por Exercicio, e assim lidar melhor

com prognésticos, quando na presenca da patologia (SILVA, 2010).

2.1.2 Complicagdes

Apesar de dificeis e raras complicacdes, € possivel que aconteca. Técnicas
realizadas sem a devida antissepsia, pode ocasionar um minimo risco de
contaminagdao iatrogénica.

Na utilizacdo de cateteres de polietiieno, um inadequado manejo pré-
anestésico, pode facilitar uma movimentacdo acentuada do paciente, podendo
elevar o risco da superficie cortante da agulha do cateter, cortar o material dentro do
limen traqueal, deixando um corpo estranho no local, podendo ocasionar uma leséo
traqueal e posteriormente bronquial, caso avance. Para este acidente, é necessaria

uma rapida intervencado endoscopica com o objetivo de retirar tal material.



3 MICROBIOTA DO TRATO RESPIRATORIO EQUINO

A microbiota traqueal do cavalo pode servir de habitat para diversas espécies
bacterianas e sofre influéncia direta do ambiente no qual o animal vive.
Temperatura, contato com animais, tipo de cama, viagens, tipos de provas, sao
alguns fatores que podem influenciar na microbiota (LAVOIE et al.,, 1994). No
momento em que 0 equino passa a apresentar uma desordem respiratOria, seja por
agente infeccioso ou nao, o local passa a ser “habitado” por agentes diferentes,
podendo, a depender de alguns fatores, provocar a instalacdo de alguma patologia,
normalmente associada as pneumonias (LOVE, 2000).

Segundo RAIDAL et al. (1995), a quantidade de bactérias presentes no limen
traqueal varia de 0 a 2,43x10% unidades formadoras de col6nia (UFC) por ml de
lavado, onde um namero maior que 108 j4 seria o suficiente para causar doenca.

Entretanto esta densidade aumenta significativamente em situagfes que
possam comprometer os mecanismos de depuracao traqueal e fatores estressantes,
como por exemplo, a permanéncia de equinos com a cabeca elevada por periodos
superiores a 24-48 horas, 0 que leva ao prejuizo dos mecanismos de depuracao
microbiana, pois as bactérias presentes no limen traqueal apresentam um aumento
significativo na sua populagédo (RACKLYYEFT; LOVE, 1990).

Para a avaliacdo da microbiota tragueal em equinos, o LTB é um método
bastante eficaz, como afirmado por MANSMANN E KNIGHT (1972). O lavado
permite analisar a presenca de bactérias no IUimen traqueal por exames
bacteriol6gicos e caracteristicas citolégicas dos espécimes colhidos, sendo a
utilizacdo concomitante destes exames, uma técnica mais sensivel que a avaliacao
clinica para diagndstico das pneumonias equinas (FREEMAN, et al., 1993).

Bactérias aerdbias e anaerdbias sdo colonizadoras do Iimen traqueal. Dentro
das aerdbicas, os géneros que se destacam sdo Streptococcus alfa e beta-
hemolitico, Pasteurella multocida, Mannheimia haemolitica, Actinobacillus sp,
Bacillus sp., Actinomicetos, Micrococcus sp., Staphylococcus sp., Escherichia coli,
Acinetobacter sp., Proteus sp., Bordetella sp., Pseudomonas sp. (DARIEN, et al.,
1990; RAIDAL, et al., 1997) e Rhodococcus equi (LAVOIE, et al., 1994).

Como em qualquer afeccao infecciosa, para que seja constatada doenca,

precisa haver um desequilibrio, partindo dos agentes etiolégicos, no caso as



bactérias ou do hospedeiro, em caso de imunossupressao por qualquer ordem.
Nesses casos, havera uma crescente dos agentes colonizadores e, a depender de
gual agente se sobressaiu, a determinada patologia ira se instalar, onde o mesmo ira

influenciar na terapia e prognostico do paciente (FERNANDES et al., 2010).

3.1 PRINCIPAIS BACTERIAS

3.1.1 Bacillus spp (espécies pumilus e cereus)

Essas duas espécies citadas, possuem caracteristicas morfofisiol6gicas
parecidas. O Bacillus pumilus é normalmente encontrado no solo assim como o B.
cereus.

Desde 1906, Bacillus cereus tem sido associado a intoxicacdes alimentares
na Europa. No entanto, o primeiro pesquisador a descrever essa sindrome com
precisdo foi Plazikowski, e apenas em 1950 este bacilo foi reconhecido como
causador de doenca transmitida por alimento. O primeiro surto documentado nos
EUA ocorreu em 1969 (JAY, 2005).

E um bacilo Gram-positivo, aerdbio facultativo, formador de enddsporos,
produtor de diferentes tipos de toxinas. Este microrganismo encontra-se amplamente
disseminado na natureza, sendo isolado, com frequéncia, a partir de solo, agua,
sedimentos, vegetacdo, cereais e superficie corpérea dos animais. E
frequentemente encontrado em alimentos secos: temperos, ingredientes farinaceos,
leite em pd, na forma de esporos resistentes ao calor. Seus enddsporos podem
sobreviver a coccdo dos alimentos. A reidratacdo dos alimentos durante a coccéao,
por sua vez, dara condicdes a germinagdo do enddsporo (PAIVA et. al., 2009). A
inativacdo da microbiota competidora, pela coc¢ao, contribui para a multiplicacado do
B. cereus nos alimentos cozidos (GERMANO, 2011). Classicamente, as
caracteristicas que distinguem o B. cereus de outras bactérias aerobias formadoras
de enddsporos sdo a sua incapacidade para produzir acido a partir do manitol e o
fato de produzir lecitinase (FRITZE, 2004).

A patogenicidade do B. cereus esta associada a capacidade de producédo de
toxinas, sendo elas: trés tipos de toxina diarreica, a toxina emética, quatro tipos de

hemolisinas e trés tipos diferentes de fosfolipase C. Além disso, ha presenca de uma



proteina na parede celular, responsavel pela adesdo do microrganismo. Contudo, a
habilidade de produgcédo destes fatores de viruléncia varia de acordo com as
linhagens (MILAGRES, 2004). As linhagens causadoras de DTA estdo associadas a

dois tipos de sindromes: a diarreica e a emética.

3.1.2 Acinetobacter Baumanii

O género Acinetobacter € um bacilo gram negativo, estritamente aerodbio,
ubiquitario, ndo fermentador, imével, catélise positiva e oxidase negativa. Ao longo
dos dultimos 30 anos o Acinetobacter spp. sofreu modificagdo taxonbémica
significativa. Atualmente, o género Acinetobacter é membro da familia
Moraxellaceae e da ordem Pseudomonadales. Apesar de estarem identificadas
cerca de 31 espécies genbmicas, apenas a 17 foi atribuido nome, devido a dificil
diferenciacdo (PELEG, SEIFERT E PATERSON, 2008).

Entre as diferentes espécies existentes, o A. baumannii é o de maior
importancia no que concerne a patologia humana, segundo Peleg e seus
colaboradores (2008). Refere o autor, que este microrganismo faz parte do
complexo A. calcoaceticus—A. Baumanni, que integra quatro diferentes espécies:
A.baumannii, A.calcoaceticus, Acinetobacter genoespecie 3 e Acinetobacter
genoespecie 13 TU.

As diferentes espécies de Acinetobacter apresentam diversos habitats
naturais tendo sido isoladas no solo, na agua, em vegetais e em hospedeiros
animais e humanos (Houang et al. 2001, Ash et al. 2002). Outras espécies fazem
parte da flora comensal da pele e das mucosas humanas. Seifert et al. 1997
verificaram que 43% dos individuos saudaveis sao colonizados (pele e mucosas) por
este agente. No entanto, o A. baumannii, a espécie que mais frequentemente é
isolada, raramente é encontrado na pele humana. Devido a sua presenca ambiental,
€ comum encontrarmos no trato respiratorio de animais de vida livre (Dijkshoorn et
al. 2005).

3.1.3 Staphilococcus xylosus

E uma bactéria Gram Positiva de morfologia de cocos, pertencente ao género



Staphylococcus, coagulase negativa e comensal na pele de humanos, animais
domésticos e ambiente. Sua importdncia na clinica meédica veterindria € estar
relacionada a algumas patologias em aves (Estafilococose aviaria), bovinos
(infeccdo mamaria) e seres humanos (pielonefrite e dermatite nasal) (KLOOS et al,
1975).

E o mais importante membro da familia Micrococcacea no campo da
microbiologia alimentar, sendo a espécie mais numerosa presente durante a
fermentacao de salames (LACUMIN et al, 2006).

Lucke et al (1994) destacou que as atividades metabdlicas desejaveis
desenvolvidas pelo Staphylococcus xylosus nos produtos fermentados sdo a
producdo de catalase, nitrato redutase e a reducdo do oxigénio na superficie do
produto o que contribui para liberacdo de enzimas proteases e lipases que auxiliam

no aroma e sabor de produtos.

3.1.4 Micrococcus luteus

Micrococcus luteus € uma bactéria que pertence ao grupo gram-positivo. Faz
parte da microbiota das superficies corporais dos mamiferos, bem como de algumas
areas internas do corpo (BENAGLI et al, 2011).

Foi descoberto por Alexander Fleming . Através de mudltiplos estudos e
pesquisas, Fleming determinou que esta bactéria é altamente sensivel a
lisozima. Também é suscetivel a bacitracina. Mesmo essa caracteristica € 0 que a
diferencia de outra bactéria semelhante, o Staphylococcus aureus. Geralmente
o Micrococcus luteus é uma bactéria ndo patogénica. No entanto, quando existem
certas condicfes, como imunossupressao do individuo ou a passagem das bactérias
para a corrente sanguinea, certas patologias podem ser geradas (PELEG, SEIFERT
e PATERSON, 2008).

O Micrococcus luteus € uma bactéria que tem uma forma esférica, com um
didmetro aproximado de 0,5 - 3,5 microns. Quando visto sob um microscopio, &
geralmente observado que as bactérias séo agrupadas em tetrads (grupos de 4). Na

sua superficie ndo apresentam cilios nem flagelos (BENAGLI et al, 2011).


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=es&sp=nmt4&u=https://www.lifeder.com/aportaciones-alexander-fleming/&xid=17259,15700023,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhie-VvVAMCEBPL4TZprlx90JGEn1Q
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=es&sp=nmt4&u=https://www.lifeder.com/staphylococcus-aureus/&xid=17259,15700023,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262&usg=ALkJrhjojWSu7rgdKELS9b2Z4FTL4GSQdg

As colbnias observadas nas culturas sao circulares, lisas e convexas. Eles
podem ter uma superficie brilhante ou opaca. Da mesma forma, eles mostram uma

coloracdo esverdeada amarelada ou amarela (BENAGLI et al, 2011).

3.1.5 Pantoea spp.

As enterobactérias do género Pantoea sp. atualmente compreendem
dezenove espécies que apresentam motilidade com flagelos peritriquios, com
pigmentacdo amarela ou bege (KAHVECI, 2011). Os bacilos medem
aproximadamente 0,5-1,3X1,0 a 3,0 um. Os membros deste género tém sido
isolados a partir de uma grande variedade de ambientes, incluindo solo, agua,
poeira, produtos lacteos, carnes, peixes, insetos, seres humanos e animais (DE
MAYER, 2012). Podem ser considerados agentes patogénicos ou comensais
(KAVUNCUOGLU, 2010). Séao considerados patbgenos comuns em plantas.

Dentro do género, Pantoea agglomerans € a espécie mais comumente
isolada em humanos, resultando em infeccdo de tecidos moles e/ou 0sso seguidas
de traumas penetrante por vegetacdo. Os varios nichos ecologicos ocupados pelas
espécies de Pantoea, incluindo tanto vegetal como hospedeiros animais, e seus
estilos de vida distintos como epifitos e endofitos, agentes de controle biolégico, ou
como patdgenos de plantas hospedeiras e animais sao indicativos de uma extensa

diversificagcao dentro do género e Pantoea (KAHVECI, 2010).



4 IDENTIFICACAO BACTERIANA

Varios sdo os métodos de identificacdo das espécies bacterianas, desde os
mais rudimentares até os mais tecnologicos. Dentre os ultimos métodos criados para
se chegar a espécie, esta a Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of
Flight (MALDI-TOF). Tal ferramenta consiste num sistema no qual material bioldgico
(uma colénia ou um concentrado de hemocultura) € colocado em uma placa em que
ha a matriz polimérica. Isso é irradiado com um laser que vaporiza a amostra e ha
ionizacao de véarias moléculas, que sédo aspiradas num tubo de vacuo e levadas a
um detector: conforme a molécula, o tempo de chegada ao detector (time of flight) é
diferente. Isso € colocado em gréafico, dando varios picos e, para cada espécie
bacteriana ou fungica, obtém-se um grafico especifico. Uma base de dados
computadorizada interpreta e fornece o resultado — tudo com muita rapidez
(BENAGLI et al, 2011). Trata-se, portanto, de uma aplicacdo da espectrometria de
massa.

Essa técnica permite diagndsticos microbiolégicos complexos, como, por
exemplo, a especiacéo correta dos estafilococos coagulase negativos (BONTEM et
al, 2011) ou a sorologicamente lenta e sujeita a erros definicho dos varios
sorovariantes da Salmonella entérica (MALORNY e DIECKMANN, 2011).
Diagnéstico de fungos de importancia médica é possivel (CASSAGNE et al, 2011) e
de micobactérias, com modificacdes técnicas (COUDERC et al, 2011). A medida que
0 uso dessa técnica aumenta, os bancos de dados ficam mais completos e a
identificacdo, melhor. Os bancos de dados sao proprietarios, o que é uma
desvantagem quando comparados aos bancos de dados de acidos nucleicos como o
BLAST, que sdo publicos e de uso livre, mas sujeitos de depédsitos errados e
alteracdes. Ja os bancos de dados protedmicos, por ora, sdo mais cuidados e mais
bem avaliados antes de serem atualizados. A atualizacao, alias, é permanente e faz
parte dos contratos de uso das maquinas (MALORNY e DIECKMANN, 2011).



5 CITOLOGIA DO TRATO RESPIRATORIO EQUINO

A citologia € um exame complementar comumente usado no diagndéstico da
doenca do trato respiratério posterior nos equinos (LAVOIE, 2007). Esta tem como
objetivos procurar reconhecer a presenca de inflamagéao ou de neoplasia, verificar os
efeitos da lesdo tecidual e a natureza do processo (ex. infeccioso, alérgico,
imunomediado) (RASKIN, MEUTEN e REBAR, 2005). O diagnéstico da doenca
respiratoria € frequentemente baseado na proporcdo de células inflamatorias
especificas, nomeadamente os neutréfilos e os linfécitos (RASKIN et al., 2005). A
importancia das informagfes veiculadas pelo exame citoldgico é determinada em
conjunto com a anamnese e sinais clinicos bem como com base nos dados obtidos
através dos restantes meios complementares de diagnostico.

O exame citolégico é realizado a partir de esfregacos corados observados ao
microscépio Optico. Este exame pode ser dividido em quatro fases, determinacéo da
qualidade do esfregaco através do reconhecimento de artefatos associados ao
processamento das amostras (ex. fixacdo, coloracdo); observacdo da morfologia
celular geral (pesquisa de alteragbes nucleares ou degeneracéo celular); contagem
celular total e a contagem diferencial (DENICOLA, 2007). No decurso do exame
microscopico é fundamental determinar se os tipos celulares e a morfologia
correspondem ao esperado, se ha indicacbes de inflamacdo e identificar o tipo
celular mais frequente e pesquisar a presenca de contaminantes na amostra (ex.
bactérias, pélen, elementos fungicos, cristais, detritos) (DENICOLA, 2007). Para que
isto seja possivel é necessario estar familiarizado com a morfologia e o tipo de
células que compdem o aparelho respiratorio equino, as doencas mais frequentes e
os seus efeitos na arvore respiratoria. O aparelho respiratério € composto por
diferentes tipos celulares, nomeadamente células epiteliais e células inflamatorias
(ex. neutrofilos, linfécitos, macrofagos, eosinofilos).

Segundo DECONTO (1984), o estudo da citologia das secrecbes
traqueobrénquicas deve ser realizado levando-se em conta ndo somente a
guantidade de células presentes no esfregaco, mas também a apreciacdo do quadro
morfologico das células. O autor também descreve que as alteracdes morfolégicas
celulares séo de especial interesse, principalmente quando ndo sao analisados

como achados isolados, mas sim quando, a0 mesmo tempo, seja levada em conta a



dinamica do “clearance” pulmonar.

O exame citologico das vias aéreas inferiores pode ser realizado através de
aspirado traqueal (por endoscopia) e transtraqueal, além de lavados traqueal,
traqueobrénquico e broncoalveolar que auxiliam na avaliacdo das doencas do trato
respiratério (FOGARTY, 1990; ERICKSON e POOLE, 2002).

A avaliacdo citolégica do aspirado traqueal € feita pela contagem total de
células na camara de Neubauer, e pela avaliacdo diferencial dos tipos celulares.
Para esta ultima, diferentes técnicas de coloracdo podem ser utilizadas, sendo
empregadas a Diff-Quick, Wright-Giemsa, Leishman’s, Azul da Prussia, My-
Grunwald, Azul de Toluidina e Romanovski (HEWSON e VIEL, 2002; HODGSON e
HODGSON, 2003). A coloracdo de Azul da Pruassia facilita a visualizacdo de
hemossiderdfagos (BIAVA, 2005), e para melhor visualizar mastécitos podem ser
empregadas as coloragdes de Leishman’s e o Azul de Toluidina (HEWSON e VIEL,
2002; HODGSON e HODGSON, 2003). Uma lamina adequada para a avaliagao
citolégica deve conter células de todos os niveis da arvore pulmonar, incluindo
células epiteliais colunares e cuboides e macrofagos alveolares (SWEENEY et al.,
1992; CLARK et al., 1995; HEWSON e VIEL, 2002; HODGSON e HODGSON,
2003).

Freeman e Roszel (1987) avaliaram o padréo citolégico normal para LTB em
equinos, em pacientes sadios. Tais resultados demonstraram celularidade discreta a
moderada, auséncia de sangue, baixa quantidade de proteina, fibrina e debris
celulares, podendo ser encontrados pouca quantidade de muco. Um fator importante
para a constatacdo de um exame bem executado da area terminal das por¢cbes do
trato respiratério € a presenca constante de macréfagos alveolares. Em animais
sadios foram encontrados, ainda, baixo numero de neutrdfilos e linfécitos. Os

eosinofilos podem ou ndo estarem presentes.

5.1 PRINCIPAIS CELULAS

Na avaliagdo citolégica do LTB em equinos, é possivel identificar uma
variedade de células, onde cada uma possui a sua funcao frente a uma desordem,
ou ndo, no sistema respiratério.

As principais encontradas sao: neutrdfilos, linfécitos, células gigantes, células



epiteliais, hemossideréfagos, macréfagos alveolares, eosinoéfilos, mastécitos. A
observacdo fora do padrédo de normalidade, que varia de acordo com diversos
fatores, pode indicar a incidéncia de determinadas patologias, por exemplo, os
hemossiderdfagos, que sua contagem com resultados acima do normal, indica
Hemorragia Pulmonar Induzida por Exercicio. A andlise quantitativa nesses casos

corrobora o diagnostico e contribui para avaliagcdo (DECONTO,1984).

5.1.1 Células Gigantes

As células gigantes de corpo estranho sdo originarias de fusdo de varios
macrofagos ou mondcitos. Elas aparecem ou formam-se quando particulas muito
grandes séo inspiradas e ndo podem ser fagocitadas por um s6 macréfago. Como a
fusdo dos macrofagos para a formacdo dessas células gigantes demora muitas
horas ou até dias, o aparecimento dessas células € sempre um indicio de depresséo
do “clearence” pulmonar ou de obstrugdes bronquiais. Quando estas células sao
provenientes dos pequenos brbnquios ou bronquiolos, elas podem apresentar,

também, vacuolos como dos macréfagos espumosos (DECONTO,1984).

5.1.2 Células Epiteliais

Sao reconhecidas pela sua forma cilindrica e alongadas, podendo aparecer
mais curtas e quase cubdides quando provenientes de partes mais distais da
mucosa respiratoria. Caracteristicas principais dessas células sao os cilios e a
membrana cuticular, que pode identificar essas células no caso de perda dos cilios
(DECONTO,1984).

5.1.3 Hemossiderofagos

Os hemossideréfagos sdo macrofagos responsaveis pela fagocitose de
hemacias no espago alveolar e sua presenca no LTB tem sido relacionada
diretamente com a sindrome de hemorragia pulmonar induzida por exercicio (EIPH)
em cavalos. Recentes estudos tém demonstrado que a contagem qualitativa destas

células oferece uma melhor correlacdo com a presenca e grau de EIPH (DECONTO,



1984).

5.1.4 Macrofagos

Os macrofagos alveolares séo as células inflamatérias mais abundantes na
LT e na LBA em cavalos sdos (HEWSON e VIEL, 2002). Sao células de grandes
dimensdes com citoplasma basofilico e abundante contendo inimeros vacuolos e
inclusbes (HEWSON e VIEL, 2002). Nestes vacuolos podem ser observados
eritrocitos, células em apoptose, esporos flungicos, hemossiderina, pdlen ou outros
detritos ndo especificos (HEWSON e VIEL, 2002). A alteracdo da morfologia celular
causada pelo aumento do numero e da dimenséo dos vacuolos citoplasmaticos esta
associada a presenca de doenca pulmonar (infecciosa, alérgica, obstrutiva)
(HODGSON e HODGSON, 2007).

Sao procedentes, em sua grande maioria, dos alvéolos pulmonares. Estédo
sempre presentes nas secrecdes tragueobronquicas e faltam quando o material
examinado € a saliva aspirada. Quando os macréfagos apresentam grandes
particulas j& fagocitadas no seu citoplasma, tais como esporos de fungos ou hifas,
mostra desta forma, a ocorréncia de uma deposicdo errbnea de particulas no
aparelho respiratério (HEWSON e VIEL, 2002).

5.1.5 Linfécitos

Os linfécitos sdo células de tamanho médio a pequeno, esféricas, de nucleo
grande com citoplasma basofilico em pequena quantidade (MCKANE, 2010). Na LT
€ por vezes dificil diferenciar os linfécitos dos macréfagos de menores dimensoées e
das células sem nucleo (MCKANE, 2010). Ha uma grande variacdo na propor¢céo de
linfocitos obtidos pelos diferentes autores, pelo que a interpretacdo do aumento do
ratio de linfécitos é complicada na auséncia de doenga respiratéria (HEWSON e
VIEL, 2002). Esta variacdo poderad ser o reflexo de diferencas na coloracdo e
interpretacdo, bem como do tipo de ambiente onde os animais sdo mantidos e a
falha na identificacdo de cavalos com DRI subclinica (HEWSON e VIEL, 2002).



5.1.6 Eosino6filos

Eosinofilos granulécitos sédo considerados indicios de verminoses ou
processos alérgicos. Mastocitos sdo também esperados nas secrecdes de animais
alérgicos (DECONTO,1984).

Sao ligeiramente maiores que os neutrofilos, apresentam um nucleo lobulado
grande e inumeros granulos citoplasmaticos acidéfilos (VAN ERCK, 2009). O
aumento do numero de eosinofilos € comum na pneumonia eosinofilica, bronquite
alérgica, reacdo de hipersensibilidade tipo | e na pneumonia parasitaria (ex.
Dictyocaulus arnfieldi) (VAN ERCK, 2009).

5.1.7 Neutroéfilos

Os neutrdfilos granuldcitos sdo encontrados, na maioria das vezes, em
grande numero, nas secrecdes traqueobronquicas de cavalos portadores de Doenca
Pulmonar Obstrutiva Crbnica e tendem a aumentar em namero proporcionalmente
ao grau de severidade da doenca.

Os neutrdfilos sdo células com ndcleo segmentado de citoplasma claro, estas
células estdo presentes em pequeno numero nas secrecfes respiratorias na
auséncia de doenca respiratéria (HODGSON e HODGSON, 2007). Estudos recentes
demonstraram a presenca de uma relacdo entre o aumento do numero de
neutrdfilos, sinais clinicos consistentes com doenca respiratoria (ex. tosse) e o
aumento do nimero de bactérias isoladas na cultura bacteriana (CHAPMANN et al.,
2000; CHRISTLEY et al., 2001; LAUS et al.,, 2009). Na inflamacgéo, a variacdo da
percentagem de neutréfilos nas amostras obtidas através da LT e da LBA podera ser
explicada tendo em conta o tipo de inflamacéo, isto €, localizada (por¢éo proximal ou
distal) ou difusa (MALIKIDES et al., 2003). Assim, a interpretacdo do aumento do
namero de neutréfilos devera ter em conta outros fatores, tais como o aumento da
guantidade de muco no aparelho respiratdrio e a contagem celular total (MALIKIDES
et al., 2003). Algumas doencas respiratorias causam o aumento do numero de
células em fase de degeneracédo (ex. pneumonia bacteriana, pneumonia fungica)
(STOKOL e FRENCH, 2007). A alteragdo degenerativa mais comum € a cariolise

que consiste na observagdo de edema celular, perda de segmentacdo nuclear,



coloragdo menos intensa do nucleo que passa de purpura a rosa e, eventualmente
lise celular (STOKOL e FRENCH, 2007). A apoptose celular é caracterizada pela

condensacédo do nucleo e pela reducdo da quantidade de citoplasma (STOKOL e
FRENCH, 2007).



6 MATERIAL E METODOS

6.1 POPULACAO ESTUDADA

O estudo foi realizado em Colatina, no Estado do Espirito Santo, no periodo de
01 a 23 de dezembro de 2018. Foram 18 equinos (15 machos e 3 fémeas, da raca
Quarto de Milha, puros e mesticos (meio sangue), com idade média de 6 anos (3 e
13 anos). Sao animais praticantes de provas de 3 tambores e Team Ropping (laco
em dupla), com perfil atlético, com rotina de um treino de 60 minutos, em média, por
dia.

Os grupos foram divididos em 2, conforme descrito abaixo:

e Grupo 1 (G1): 9 animais (7 machos e 2 fémeas) em regime extensivo (animais
estavam em 2 piquetes, com Tifton. Animais tinham acesso a agua ad
libidum). Esses cavalos recebiam, em cochos individuais, 4 quilogramas de
racdo em 2 tratamentos por dia). Animais saiam dos piquetes apenas para
treinamento (FIGURA 01).

e Grupo 2 (G2): 9 animais (8 machos e 1 fémea) em regime intensivo (baias,
com cama de areia, com feno de Tifton e 4gua a vontade, recebendo 6
quilogramas de racédo comercial, em 3 tratamentos por dia). Animais saiam de
suas baias apenas para treinamento (FIGURA 02).

Todos os animais sdo vacinados anualmente (Lexington 8® — virus inativados
por betapropilactona de Encefalomielite Equina Leste e Oeste, Influenza Equina
cepa Alequinel/Praga/1/56, Alequine/2/Kentucky/94, Influenza eq/2/South Africa
04/03 e Herpes Virus Equino tipo 1 e 4, adicionado de Toxdide Tetanico e
adsorvidos por gel de hidréxido de aluminio) e sdo vermifugados de 3 em 3 meses,
com variacbes de principio ativo, conforme orientacdo do médico veterinario

responsavel.



Figura 01 — Ambiente do G1 (piquetes no qual 0s nove animais habitam)

Figura 02 — Ambiente do G2 (baias em cama de areia)

6.2 CRITERIOS PARA FORMACAO DOS GRUPOS

Animais foram selecionados para o0 experimento, tendo como principal

fator a higidez dos pacientes. Outro critério importante € o fato de pertencerem a



mesma propriedade e serem manejados pela mesma equipe, exercendo a mesma
atividade fisica, com rotinas similares, sé havendo diferencas nos regimes de

criacdo, onde uma parte fica em regime intensivo e outra extensivo.

6.3 LOCAL

Os animais ficam numa propriedade (haras), localizada em Colatina-ES, no
Bairro Martinelli (19°31°46”S 40°39’31"W).

6.4 EXAMES CLINICOS PRE-EXPERIMENTO

Todos os animais foram submetidos a um exame clinico geral e especifico do
aparelho respiratério, de acordo com o Departamento de Clinica e Cirurgia de
Grandes Animais do Hospital Veterinario UNESC, baseado em SPEIRS (1999):

e Inspec¢éo das mucosas (oral, ocular e nasal), avaliando a coloragéao e o tempo
de preenchimento vascular (TPC);

e Avaliacdo da presenca ou nao de secrecdes nasais;

e Avaliacéo dos linfonodos, quanto ao tamanho, mobilidade e reacao dolorosa,;

e Auscultacdo da traquéia e pulmdes;

e Percussao da area pulmonar e seios paranasais;

e Auscultagdo e quantificacdo de movimentos respiratorios e cardiacos;

e Afericdo de temperatura retal;
6.5 EXAMES COMPLEMENTARES
6.5.1 Hemograma
Todos os animais do experimento foram avaliados hematologicamente,
com 7 dias antes das coletas, no dia e 7 dias apdés as mesmas. As amostras foram

analisadas no Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Veterinario “Joaquim
Rossi” — UNESC.



6.5.2 Bioquimicos

Todos os animais do experimento tiveram suas avaliacdes renais e
hepaticas avaliadas, através das dosagens das seguintes enzimas: Cretinina, Uréia,
Fosfatase Alcalina, Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase
(ALT) e Albumina. Essas avalia¢des, assim como no hemograma, foram feitas 7 dias
antes das coletas, no dia e 7 dias apos as coletas. As amostras foram analisadas no

Laboratdrio de Andlises Clinicas do Hospital Veterinario “Joaquim Rossi” — UNESC.

6.5.3 Lavado Traqueobrénquico

Para a realizacdo dos lavados traqueobronquicos nos dezoito equinos,
foi adotada a técnica preconizada por Mansmann e Knight (1972), adaptada por
Beech (1975) e Fernandes et al. (2000). Com os animais em estacdo, contidos em
um tronco, podendo ser utilizada uma contengéo fisica, através do uso do cachimbo,
e realizagdo de tricotomia (Figura 01) com posterior antissepsia de uma area
aproximada de 12cm x 5cm, na face medial do terco médio do pescoco e cranial a
bifurcacdo do musculo esternocefalico, um cateter Intravenoso Central Intracath 16G
(Figura 03), com uma agulha revestida por polietileno (material flexivel com 30,5cm

de comprimento) foi introduzida entre os anéis tragueais.

Figura 03 — Cateter Intracath tamanho 16G BD®



Através deste cateter, foi introduzido 40 ml de solucéo fisioldgica estéril 0,9%,
sendo rapidamente aspirada, para dentro da mesma seringa. As amostras foram
consideradas adequadas quando era possivel observar particulas suspensas ou
filamento de mucos. Apos a colheita, o material foi despejado em frascos nao
estéreis (aproximadamente 5ml), para ser encaminhado para o Laboratério de
Anadlises Clinicas do Hospital Veterinario “Joaquim Rossi” — UNESC, para andlise
citolégica e o restante do material (entre 10 e 15ml) foi adicionado em frascos
estéreis e encaminhado ao Laboratério de Microbiologia da Universidade Vila Velha,

para posterior anélise microbioldgica.

Figura 4 - Tricotomia ampla na face medial do ter¢co médio do pescoco.

6.5.4 Avaliagdo Microbiologica

Do momento das colheitas até o plagueamento do material advindo dos
lavados traqueobrénquicos, foram respeitados o tempo maximo de 4 horas, sendo
conduzidos em caixa térmica resfriada (2 a 8°C), do local da colheita até o
Laboratério de Microbiologia da UVV. Todas as amostras foram cultivadas em

ambientes com aerobiose.



6.5.4.1 Avaliacdo Bacteriolégica

Para que fossem diagnosticados os agentes bacteriolégicos dos lavados, as
amostras foram submetidas & plaqueamento em Agar-Sangue enriquecido com 10%
de sangue ovino, Agar MacConkey e Caldo Brain Hearth Infusion (BHI).

As respectivas amostras foram despejadas em Eppendorfs e centrifugadas
numa centrifuga, a 3.600 rotacBes por minuto, durante 5 minutos, com o objetivo de
que as bactérias se concentrassem no fundo dos recipientes e aumentassem a
chance de crescimentos em placas. Ao final da sedimentacdo, as mesmas foram
inoculadas nos meios citados acima, através de 100 microlitros do sedimento e
espalhados com a Alga de Drigalski. Apés o término da inoculacdo do conteudo, as
placas foram levadas a estufa bacterioldgica, na temperatura média de 37° Celsius,
onde ficaram por 72 horas, sendo observadas com 24 e 48 horas para leituras
preliminares e registros fotogréficos.

Apds a inoculacdo e posterior crescimento, as coloénias que obtiveram
crescimento, foram purificadas nos respectivos meios de cultura, onde houve o
crescimento. A partir dai foram coradas pelo método de Gram, no qual gram
negativas e positivas foram selecionadas para identificacdo da espécie através do
teste de Matrix Associated Laser Desorption-lonization (MALDI-TOF) que seré

descrita posteriormente.

6.5.4.2 Morfologia Colonial

As colbnias que foram obtidas nos meios de cultura, foram submetidas a
técnica de esgotamento por estria em Agar Sangue e Agar Mackonkey com o
objetivo de se obter bactérias purificadas e isoladas, para que assim fosse possivel
observar as caracteristicas de pigmentacdo, tamanho, presenca ou ndo de hemolise

apos a incubacao a 37° Celsius por 24 — 72 horas.

6.5.4.3 ldentificacdo Bacteriana pelo Método de MALDI-TOF

Os isolados foram submetidos a comparacdo do espectro da sua massa com

0 espectro de massa de cepas referenciadas em um banco de dados de



identificag8o bacteriana, através da andlise protedmica MALDI-TOF. Esta técnica foi
realizada no Instituto de Microbiologia Paulo Goes da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ) (MOTTA et al.,2014).

Inicialmente os isolados foram cultivados em agar BHI a 37°C por 18 horas.
Entédo, foram transferidos para uma microplaca metalica com 96 demarcacoes (96
MSP, Bruker - Billerica, EUA) (FIGURA 4), uma demarcacao para cada isolado. Uma
solucéo de lise de acido férmico a 70% (Sigma-Aldrich®) foi adicionada sobre cada
demarcacdo em quantidade suficiente para cobrir o sedimento bacteriano e a
microplaca foi deixada a temperatura ambiente para secagem. Posteriormente, 1uL
de solucdo da matriz (acido alfa-ciano-4-hidroxi-cinamico diluido em acetonitrila 50%
e acido trifluoracético 2,5%, Sigma-Aldrich®) foi acrescido sobre cada demarcacéo e

novamente a microplaca sofreu secagem a temperatura ambiente.

1%

Figura 05 — Microplaca metalica com 96 demarcacdes (96 MSP, Bruker - Billerica, EUA)

A microplaca foi inserida em um espectrdbmetro de massa (MALDI-TOF LT
Microflex Bruker, Bruker®) (FIGURA 05) regulado pelo programa FlexControl 3.3
(Bruker®) para que os espectros fossem obtidos e analisados pelo programa MALDI
Biotyper 2.0 (Bruker®).



FIGURA 06 — MALDI-TOF LT Microflex Bruker, Bruker®

6.5.5 Avaliacao Citoldgica

Como citado acima, as amostras, ao serem obtidas, foram despejados em um
frasco ndo estéril e encaminhado ao Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital
Veterinario “Joaquim Rossi” — UNESC. As analises foram realizadas imediatamente
apos a coleta.

As amostras foram centrifugadas em uma centrifuga a velocidade de 110g
durante 5 minutos, para que a celularidade, mais densa, se concentrasse no fundo
do frasco. Apés a centrifugacdo, uma aliquota foi coletada do fundo do frasco e
despejado sobre uma lamina e corada no Pandétipo Rapido, permanecendo por 20
segundos em cada um dos trés corantes. Ao secar, as laminas foram analisadas
guantitativamente (contagem total de 10 campos aleatérios) e qualitativamente
(contagem de 100 células para obtencdo dos percentuais de diferenciacéo celular).



6.5.5.1 Centrifugacdo do material e confeccao das laminas

Aliguotas de 5ml de lavado traqueobronquico foram submetidos a
centrifugacéo, conforme descrito acima, a velocidade de 110g durante 5 minutos. O
sobrenadante foi dispensado e o fundo precipitado foi utilizado para confeccionar as
laminas. Utilizou-se a técnica de esfregaco linear, segundo COWELL e TYLER
(1992). Nesta técnica, coloca-se uma gota de solucdo numa das extremidades da
lamina. Com o auxilio de uma outra lamina, desliza-se a gota sobre a mesma,
interrompendo 0 movimento no centro, buscando concentrar as células de forma
linear. Foram confeccionadas pelo menos duas laminas de cada animal e fixada no

Panotico Rapido.

6.5.5.2 Coloracao do Material

Logo apos a colheita do material e o0 respectivo processamento, foram
confeccionadas 2 laminas para analise quantitativa e qualitativa da celularidade. O
corante utilizado foi o Pandtico Rapido que propicia a identificacdo das principais
células traqueais.

Uma gota foi despejada sobre uma lamina e espalhada na superficie da
mesma, sendo levada o corante supracitado, por 20 segundos em cada um dos 3

corantes do Pandtico. Apds a secagem, a lamina foi analisada no microscopio.

6.5.5.3 Avaliacado Citolégica

A contagem diferencial dos tipos celulares de cada animal foi realizada por

meio de andlise de 10 campos aleatorios e diferentes, em objetiva de 100 vezes.

6.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises dos resultados foram submetidas no Microsoft Excel 2016, onde

foram mensuradas as somas e médias.



7 RESULTADOS

A inspecdo dos animais ndo revelou qualquer fator negativo quanto a
condicdo fisica geral e ao estado nutricional. Nos quesitos comportamento,
temperamento e expressao facial houve individualidade nas reagbes as manobras
realizadas, o que é, naturalmente, justificado e esperado para a espécie. Quanto a
postura, desenvolvimento muscular (atrofia, hipertrofia), cobertura de pelos, pele e
anexos, nao houve registros relevantes. Na inspecao de corrimentos bucais, nasais,
oculares, otolégicos, genitais ou anais, ndo houve nenhum achado significativo nos

18 animais estudados.

7.1 CONSIDERACOES ACERCA DA REALIZACAO DO EXPERIMENTO

Com a realizagao do experimento, a realizagao da referida pesquisa cumpriu
com 0s seus objetivos em relacdo a identificacdo do perfil citologico e bacteriol6gico
e a sua respectiva comparacdo entre animais em regime extensivo e intensivo. E
importante salientar também que todos os cavalos utilizados neste experimento
foram considerados higidos com relacdo ao aparelho respiratério, pois ndo tinham
sinais clinicos de afec¢Bes respiratérias, ndo apresentavam queda de desempenho
e ndo apresentam alteracBes leucocitarias e eritrocitarias. E possivel visualizar
melhor os resultados nas TABELAS 1, 2, 3 e 4.

Outro fator de extrema importancia esta relacionado a influéncia da realizacéo
dos experimentos nos animais estudados. Nenhum deles apresentou alteracbes

hematoldgicas apds o experimento.
7.2 HEMOGRAMAS
Abaixo, seguem os resultados guantitativos de heméacias e leucécitos dos

animais avaliados no experimento. E importante ressaltar, como mencionado acima,

gue ndo houve alteracdes na realizacédo do experimento.



Tabela 1. Valores de hemécias de equinos pertencentes ao GRUPO 1 (Regime
Extensivo), 7 dias antes das coletas, no dia e 7 dias apos.

Animal | Hemacias (milhdes) | Hemacias (milhdes) | Hemacias (milhdes)
7 Dias Antes Dia da Coleta 7 Dias Depois

1 6,37 6,58 7,01

2 6,88 6,51 6,82

3 8,31 8,03 7,63

4 6,13 6,25 6,27

5 9,31 9,11 8,88

7 8,05 7,03 7,52

8 7,99 7,12 7,46

9 7,32 7,64 8,12

10 7,36 7,21 6,66
Média 7,52 7,28 7,37

A Tabela 02 demonstra os valores de hemacias do GRUPO 2 (Regime

Intensivo), também nos 3 momentos.

Tabela 2. Valores de hemacias de equinos pertencentes ao GRUPO 2 (Regime

Intensivo), 7 dias antes das coletas, no dia e 7 dias apos.

Animal | Heméacias (milhdes) | Hemacias (milhdes) | Hemacias (milhdes)
7 Dias Antes Dia da Coleta 7 Dias Depois

11 5,85 6,17 5,97

12 8,14 8,01 7,65

13 7,32 8,32 8,11

14 7,45 7,66 8,13

15 8,66 7,87 7,65

16 9,12 9,16 9,21

17 6,44 7,22 7,11

18 5,97 5,89 5,95

19 6,32 6,27 6,12
Média 7,25 7,40 7,32

Com a demonstracdo dos resultados acima, foi possivel constatar que o0s
animais nao sofreram nenhum tipo de eventualidade que pudesse prejudicar a
salde dos mesmos, no que tange a quantidade e qualidade das hemacias. Nenhum
dos animais estavam inaptos para o procedimento e nenhum dos mesmos
apresentaram algum distarbio eritrocitario com a realizagdo do experimento.

Outro elemento importante na avaliacdo hematolégica dos pacientes € a
mensuracdo quantitativa e qualitativa de leucécitos. Na TABELA 3 estdo

demonstrados os valores quantitativos do G1.



Tabela 3. Valores de leucdcitos de equinos pertencentes ao GRUPO 1 (Regime
Intensivo), 7 dias antes das coletas, no dia e 7 dias ap0és.

Animal Leucacitos Leucocitos Leucacitos
7 Dias Antes Dia da Coleta 7 Dias Depois
1 10.600 10.800 10.600
2 6.300 6.500 7.000
3 5.900 5.800 6.300
4 7.000 7.000 7.200
5 7.300 7.900 8.200
7 11.500 10.300 10.000
8 7.500 10.600 12.300
9 12.100 11.400 12.000
10 8.200 8.000 7.600
Média 8.489 8.700 9.022

Na TABELA 4 é possivel visualizar o acompanhamento leucocitario dos

animais do G2.

Tabela 4. Valores de leucécitos de equinos pertencentes ao GRUPO 2 (Regime

Intensivo), 7 dias antes das coletas, no dia e 7 dias apos.

Animal Leucdcitos Leucécitos Leucocitos
7 Dias Antes Dia da Coleta 7 Dias Depois

11 11.500 11.000 11.300
12 12.200 12.600 11.300
13 10.300 10.300 9.700
14 12.200 12.000 10.200
15 10.600 10.000 11.300
16 9.000 9.500 9.500
17 9.900 11.600 10.600
18 10.300 12.100 11.000
19 8.600 10.300 10.000

Média 10511 8.700 9.022




7.3 BIOQUIMICOS

Conforme relatado no presente trabalho, além da avaliacdo do hemograma de
todos os pacientes nos 3 tempos supracitados, foi realizada uma avaliacéo
bioguimica, nos mesmos tempos. Para todos, foi solicitado AST, ALT, Creatinina,
Uréia, Fosfatase Alcalina e Albumina. Dessa forma, € importante salientar que todos
0s animais do experimento em todos os tempos avaliados, ndo sofreram qualquer
tipo de alteracdo. Com isso, todos 0s animais estavam aptos para 0 experimento e

tal estudo ndo contribuiu para decréscimo da sanidade dos mesmos;
7.4 AVALIACAO CITOLOGICA

Na avaliacéo citoldégica do G1, os resultados do experimento estdo descritos
na TABELA 05. Na apresentacdo dos valores, é possivel fazermos uma avaliacdo

guantitativa e qualitativa.

Tabela 5. Avaliacdo, quantitativa e qualitativa, da celularidade dos animais
pertencentes ao G2, regime extensivo.

Animal | CG CE HE MAC LIN EOS NEU | Total
1 1 32 0 60 2 0 0 95
2 0 1 0 16 4 1 1 23
3 3 0 0 36 0 7 0 46
4 0 0 0 4 4 0 116 124
5 3 0 0 49 4 0 0 56
7 3 0 0 71 4 0 5 83
8 3 15 0 42 0 0 0 60
9 0 1 0 27 3 0 9 40
10 4 0 0 17 2 1 0 24

CG: Células Gigantes
CE: Células Epiteliais
HE: Hemossiderofagos
MAC: Macréfagos

LIN: Linfocitos

EOS: Eosinofilos



NEU: Neutrdfilos

Com a avaliacdo quantitativa, foi possivel avaliar que o animal niumero 4
apresentou uma maior quantidade de células do que os demais. Acrescenta-se a
essa informacédo, que de todos os animais avaliados, foi a de maior contagem de
neutrofilos. Como o exame complementar deve, de fato, completar o exame clinico,
deve-se considerar, ap0s avaliagbes fisicas gerais e especificas do sistema
respiratério e hematoldgico, que o resultado foi um achado, pois nenhuma outra
alteracdo que chamasse a atencédo para algum tipo de afeccdo. Vale ressaltar, que
de todos os animais avaliados no experimento, este foi 0 que apresentou o0 maior
namero de células, por este motivo, o animal foi reavaliado outras vezes, para que
fosse verificado se de fato ndo haveria nenhuma alteracéo clinica.

Outro fator importante a ser analisado é que todos os animais desse grupo
nao possuiram hemossideréfagos em suas secrecoes.

Dos demais animais testados, o niumero 3 e 10 foram 0s que apresentaram
menor celularidade, na avaliagdo quantitativa.

Ja diante da avaliacéo citolégica do G2, foi possivel constatar, de acordo com

a Tabela 6, as seguintes avaliacdes qualitativas e quantitativas.

Tabela 6. Avaliacdo, quantitativa e qualitativa, da celularidade dos animais

pertencentes ao G2, regime intensivo.

Animal | CG CE HE MAC LIN EOS NEU | Total
11 0 40 16 6 1 0 0 63
12 1 55 0 7 2 1 1 67
13 1 1 0 44 5 0 2 53
14 0 4 28 3 1 11 47
15 6 0 40 9 0 2 57
16 2 17 2 4 3 0 0 28
17 3 0 0 a7 6 5 7 68
18 1 19 0 27 5 0 0 52
19 3 12 6 35 6 2 2 66

CG: Células Gigantes
CE: Células Epiteliais
HE: Hemossiderofagos
MAC: Macréfagos



LIN: Linfocitos
EOS: Eosindfilos
NEU: Neutrdfilos

Na andlise do G2, foi possivel identificar algumas informacdes importantes.

Assim como no G1, a célula de maior predominancia foi o Macréfago,
7.4.1 Comparativo citolégicos entre os grupos 1 e 2.

Num comparativo de celularidade entre os 2 grupos, foi possivel constatar
alguns fatores relevantes (GRAFICO 1). O principal deles deve-se a presenca, no
G2, de hemossiderofagos em 44,4% dos animais. Em contrapartida no G1 nenhum
dos animais apresentaram tal célula em seu lavado. O niumero de macréfagos néao €
estatisticamente diferente de um grupo para o outro, podendo afirmar que, desse
ponto de vista, ndo ha diferenca de regime de criacao.

Comparativo de Celularidade entre G1 e G2
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Grafico 01 — Comparativo de celularidade entre os dois grupos: G1 e G2.

Como destacado acima, a presenca de hemossideréfagos no G2, pode
predispor animais em regime intensivo a afecgfes respiratorias, pois € caracteristica
de animais que possuem hemorragia pulmonar induzida por exercicio. A esse fato,
pode-se creditar a presengca muito maior de particulas em suspenséo aspiradas por
este grupo em comparacao com os de regime extensivo, no qual a aspiracéo desses
residuos é muito menor.

Na avaliacdo das tabelas 7 e 8 abaixo, ressalta-se também, a diferenca,



dentre G1 e G2 de células epiteliais. No G2 a quantidade encontrada é muito maior

do que no G1, dando indicios de maiores riscos de lesbes, pelo aumento de

processo inflamatorio, devido a agresséo de particulas suspensas.

Tabela 7. Resultados gerais do total de células e seus percentuais dos animais

pertencentes ao Regime Extensivo (G1).

RESULTADO GERAL DO GRUPO 1

Células N Representacao
CG 17 3,08%

CE 49 8,89%

HE 0 0,00%
MAC 322 58,44%

LIN 23 4,17%
EOS 9 1,65%
NEU 131 23,77%
TOTAL 551 100,00%

N: Contagem total de cada célula

Representacao grafica de celularidade no G1 (GRAFICO 02).

Celularidade encontrada no G1
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Gréfico 02 — Percentuais de celularidade do G1



Tabela 8. Resultados gerais do total de células e seus percentuais dos animais
pertencentes ao Regime Extensivo (G1).

RESULTADO GERAL DO GRUPO 2

Células N Representacao
CG 17 3,39%

CE 144 28,74%

HE 28 5,59%
MAC 238 47,50%

LIN 40 7,98%
EOS 9 1,81%
NEU 25 4,99%
TOTAL 501 100,00%

N: Contagem total de cada célula

Representacédo grafica do G2 é outra alternativa de analisar os niUmeros.

Celularidade encontrada no G2
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Grafico 03 — Percentuais de celularidade do G2.

7.5 AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Na avaliacdo microbiologica dos dois grupos, foi possivel identificar as

bactérias, de acordo com as tabelas 9 e 10.



Tabela 9. Resultados das culturas bacterianas em meios aerébios, provenientes dos

LTB dos animais pertencentes ao Regime Extensivo de Criacdo (G1).

Gl
ANIMAL BACTERIAS

A) Bacillus cereus
1 B) Bacillus pumilus

C) Acinetobacter baumannii
2 NAO HOUVE CRESCIMENTO

A) Bacillus pumilus
3 B) Klebsiella oxytoca

C) Pseudomonas luteols

D) Acinetobacter baumannii
4 A) Kocuria marina

B) Bacillus cereus
5 A) Aeromonas caviae

B) Acinetobacter baumannii
7 A) Micrococcus luteus

B) Bacillus cereus

A) Bacillus pumilus

B) Pantoea agglomerans
8 .

C) Bacillus cereus

A) Staphylococcus xylosus
9 ;

B) Bacillus cereus




A) Bacillus cereus

B) Micrococcus luteus

C) Sphingobacterium multivorum
D) Pasteurella aerogenes

E) Acinetobacter baumannii

F) Pantoea eucrina

10

Tabela 10. Resultados das culturas bacterianas provenientes dos LTB, pertencentes
ao G2.

G2
ANIMAL BACTERIAS

A) Bacillus pumilus
11 B) Rhodococcus rhodochrous
C) Pseudomonas oryzihabitans

12 A) Acinetobacter baumannii

A) Bacillus cereus

B) Bacillus mycoides

13 C) Staphylococcus arlettae
D) Bacillus pumilus

E) Staphylococcus sciuri

A) Bacillus cereus
14 B) Pantoea eucrina
C) Staphylococcus xylosus

A) Bacillus subtilis

15 B) Bacillus pumilus




A) Enterobacter cloacae

B) Staphylococcos xylosus

16 C) Stenotrophomonas maltophilia
D) Bacillus cereus

E) Vibrio scophthalmi

A) Staphylococcus sciuri

B) Acinetobacter baumannii
17 C) Pseudomonas fulva

D) Staphylococcus arlettae
E) Pantoea eucrina

A) Bacillus cereus

B) Bacillus pumillus

18 C) Pantoea agglomerans
D) Staphylococcus xylosus
E) Pseudomonas fulva

A) Pantoea agglomerans

B) Acinetobacter baumannii

C) Sphingomonas paucimobilis
D) Klebsiella ozaenae

E) Brevibacterium linens

F) Bacillus pumilus

19

Nas avaliacbes das bactérias identificadas no experimento, foi possivel
isolarmos 13 espécies bacterianas diferentes no G1 e 19 espécies no G2.

E importante ressaltar que de todos os animais do experimento, 94,5%
tiveram crescimento positivo, ficando apenas 1 (5,5%) animal sem nenhum tipo de
crescimento bacteriano nos meios de cultura.

Na tabela 11, é possivel destacarmos a divisdo das bactérias encontradas,
em caracterizacdao de Gram, no qual 46,1% e 48,4% foram de caracteristicas Gram

Positivas no G1 e G2, respectivamente. Na caracterizacdo de Gram negativas,



53,9% no G1 e 52,6% no G2. Tais dados nos mostram numeros bem similares, nos

dois grupos, nesse quesito.

Tabela 11. Verificacdo das caracteristicas bacterianas nos grupos pesquisados de
todos os animais, separados pelos Regimes de Criagcdo: G1 (Regime Extensivo) e
G2 (Regime Intensivo).

GRUPO GRAM POSITIVA | GRAM NEGATIVA
G1 6 (46,1%) 7 (53,9%)
G2 9 (48,4%) 10 (52,6%)

E possivel notarmos que em ambos os grupos ndo houve diferenca
significativa entre a predominancia de bactérias, conforme sua coloracéo de Gram.

No G2 a espécie bacteriana predominante foi um bacilo Gram positivo,
denominado Bacillus pumilus, presente em 66,7% dos animais pesquisados deste
grupo. J4 no G1 a espécie predominante, também foi um bacilo gram positivo, mas a
espécie foi diferente (Bacillus cereus). Outro destague se da pela morfologia
bacteriana, no qual, em ambos os grupos foram de predominancia de bacilos,
representando 76,9% no G1 e 78,9% no G2.



8 DISCUSSAO

Ratificando as descricbes de GONCALVES (1997), KUCHEMBUCK e
ALMEIDA (1990), FERNANDES, MORI E SANCHES (2000), esse experimento
menciona a viabilidade da coleta de secrecdes do trato respiratério e a avaliacao
laboratorial do material, através do LTB.

Os registros aqui exibidos conciliam com os de PICKLES et al. (2002), em
que todas as 18 aliquotas recuperadas foram consideradas adequadas para
representacdo citolégica baseando-se nos volumes recuperados, posto terem sido
considerados satisfatérios para a representatividade celular.

A ocorréncia de celularidades diversa, artefatos, muco e bactérias em maior
ou menor intensidade, mas presentes em todos os grupos trabalhados concordam
com MCGORUM (2001) de que fatores como a atmosfera das instalages, a
apresentacao do alimento e a utilidade do animal consistem em uma mescla variavel

de agentes que podem influenciar os resultados encontrados.

8.1 CONSIDERACOES ACERCA DO PROCEDIMENTO

Os problemas pneumdnicos de equinos estdo entre as afeccbes mais
frequentes na clinica de equinos e 0s processos infecciosos sdo a segunda
categoria mais frequente de afeccdo pulmonar (DIXON et al., 1995). Existem
inUmeras espécies de microrganismos capazes de causar infec¢des pulmonares nos
cavalos (RACKLYEFT; LOVE, 2000). Por estes motivos, considera-se que 0
conhecimento da biota do trato respiratorio destes animais seja de suma importancia
para permitir uma andlise mais acurada de resultados microbiol6gicos de amostras
de lavados traqueobrénquicos coletados para fim de diagndstico.

O trabalho cumpriu com seus objetivos em relacdo ao isolamento e
reconhecimento de microrganismos do aparelho respiratério de equinos sadios por
meio de técnicas de colheita de lavado traqueobrénquico.

Todos os cavalos utilizados neste experimento foram considerados higidos
com relagdo ao aparelho respiratério, pois ndo tinham sinais clinicos caracteristicos
do sistema, ndo apresentavam queda de desempenho e ndo apresentam alteragoes

leucocitarias.



N&do foram observadas complicagcbes com as técnicas empregadas. A
seguranca das técnicas foi refor¢cada pela auséncia de altera¢cdes hematologicas nos
animais pesquisados, observadas nas leucometrias mensuradas sete dias depois da
colheita, o que indica a auséncia de complicacdes associadas as lesdes produzidas
durante a colheita. Isto condiz com trabalhos previamente descritos que referem
apenas alteracfes auto limitantes apds as colheitas de biopsias pulmonares (VIEL,
1980).

8.2 AVALIACAO CITOLOGICA

De acordo com DECONTO (1983) E BEECH (1991), o LTB é uma boa técnica
para o diagndstico da inflamacéo das pequenas vias aéreas.

O tipo celular predominante no LTB, nos 2 grupos, foi o macroéfago, indo de
encontro ao encontrado por FERNANDES et al. (2000), onde compararam métodos
de coleta de fluidos traqueais (Lavado Traqueobrénquico com Lavado Bronco
alveolar). Outro fator de impacto nesse tipo celular predominante € que a presenca
do mesmo indica que a técnica teve sucesso em obter amostras de areas mais
distais do sistema respiratério (BAIN, 1997).

MAIR et al. (1997) observaram 65% de macréfagos em LTB de cavalos ao
utilizarem a técnica de aspiracdo percutanea transtraqueal, enquanto que nha
lavagem via endoscopia foram observados valores menores (43%). Observando as
tabelas abaixo, pode-se ver que no G1 os percentuais de macrofagos foram de
58,44% no G1 e 47,5% no G2.

Um fato que deve ser levado em consideracdo € a questdo da avaliacéo
guantitativa das células encontradas. BEECH (1991) afirmou que a contagem total e
diferencial ndo é considerada confiavel devido as variacdes de volumes recuperados
apos serem infundidos, pois a mesma se dilui de forma desproporcional de um
animal para o outro. Porem, FERNADES et al. (2000), vai contra a afirmacao pelo
fato das amostras serem centrifugadas e apenas a celularidade precipitada é
utilizada para realizar a avaliacao e classificacdo. Por isso, nas recentes pesquisas,
encontra-se varias formas de quantificar a celularidade, no entanto, os valores
percentuais devem estar dentro do preconizado como referéncia. Os valores de

referéncias no trabalho em questédo é o indicado por ROBINSON (2003).



SILVA (2010) realizou uma avaliagdo citolégica em cavalos de poélo pos-
exercicio e realizou a contagem celular através da avaliagdo de 300 células em
objetiva de 100 vezes e calculou, posteriormente, a média do que encontrou. A
presente pesquisa difere da forma de avaliacdo e mensuragcao quantitativa da que foi
avaliada pela autora acima. Na presente pesquisa foram avaliados 10 pontos
aleatérios e ndo repetidos da lamina, somando as células e as caracterizando. Os
resultados foram expostos acima.

Os critérios utilizados como referéncia para a citologia traqueal foram os
propostos por ROBINSON (2003), sendo considerados sadios 0s animais com
percentuais de contagem para neutréfilos, abaixo de 20% do total de células e
abaixo de 1% para os eosinofilos.

Nesses valores de referéncias, propostos por ROBINSON (2003), corroboram
a higidez dos pacientes. No grupo onde os animais permanecem soltos em piquetes
(G1) o valor de neutrdéfilo estd, na média, em 23,77%, porém, devido ao animal 4,
com caracteristica especifica, ja explicado acima. Em contagens individuais, nenhum
outro animal ultrapassou a contagem de 9 neutrdfilos. Ja no grupo dos animais que
ficam quase o tempo todo nas baias (G2), o valor estd quase no limite maximo, em
torno de 19,87%. No estudo de SILVA (2010), j& citado acima, em 37 animais
avaliados no experimento, a média de neutrofilos foi similar & encontrada no G2, de
aproximadamente 18%.

No estudo realizado por FORTES JUNIOR (2005) foi possivel constatar que
0S animais em regime intensivo tiveram percentuais maiores de macréfagos
(aproximadamente 60%) e neutrdfilos (4,4%), evidenciando assim uma agressao
maior ao sistema respiratério. Em contrapartida, no presente estudo, apenas o
namero de neutrofilos foram maiores no grupo 2, onde o percentual foi de
aproximadamente 19% contra os 7% do grupo 1. Nessa mesma linha de estudo,
BEECH (1991) conseguiu constatar que o fato de animais estabulados
apresentarem um numero maior de células inflamatérias, estd diretamente
relacionado com a alimentagdo a base de feno, normalmente com particulas
suspensas (poeiras) e, posteriormente, encaminhados a pratica de atividades

fisicas.



8.3 AVALIACAO DOS RESULTADOS BACTERIOLOGICOS DO LTB

SPEIRS (1999) citou em sua pesquisa que as vias aéreas ndo sao estéreis e
existe uma maior perspectiva de isolamento de microrganismos em locais fechados,
como hospitais e estabulos, fato este que vai de encontro com o que foi encontrado
na presente pesquisa, no qual foram isoladas diversas bactérias nos diferentes
grupos, ficando apenas um animal (Equino 2 do G1, 5,5%) sem crescimento
bacteriano.

O lavado transtraqueal para exames bacteriologicos € considerado uma das
técnicas mais acuradas para obter espécimes de secrecao respiratdria para exames
microbiolégicos (DIXON, 1997). Esta técnica permite avaliar qualitativamente a
microbiota traqueal de animais domeésticos, ndo sendo indicada para quantificar
microrganismos nos lavados traqueobrénquicos, pois a injecdo de liquidos no lume
traqueal pode diluir o muco e mascarar a real concentragdo de bactérias existentes
na traquéia (HEWSON; VIEL, 2002).

Apenas um dos animais apresentou resultado negativo para cultura
bacteriana. Estes patamares sdo proximos aos hiveis maximos observados por
outros pesquisadores, que concluiram que 32% a 92% dos equinos apresentam o
isolamento de pelo menos uma espécie bacteriana (NUYTTEN, et al, 1983; CRANE,
et al. 1989). Outro estudo de MARR (2000), com 30 pdneis, no qual comparou duas
técnicas distintas de coleta de material, assim como

ROLIM DUARTE (2007) em sua dissertagdo encontrou, em animais a pasto,
oito espécies bacterianas aerdbias, com destaque para Enterobacter agglomerans e
Hafnia alvei. Em contrapartida, no presente estudo foram encontradas treze
espécies distintas, com predominancia para Bacillus cereus e Acinetobacter
baumanii. No G2, com animais em regime intensivo, 0 mesmo autor acima encontrou
nove espécies (predominancia de Escherichia coli, Enterobacter cloacae e
Pasteurella spp), contra dezenove deste estudo, sendo Bacillus pumilus e Bacillus
cereus as mais incidentes.

Quanto a classificacdo de Gram, ROLIM DUARTE (2007) encontrou, a pasto,
dez Gram Positivos e 13 Gram Negativos, contra seis Gram Positivos e sete Gram
Negativos deste estudo. Em comparacéo, pode-se notar que esta pesquisa se diferiu
da incidéncia do estudo de ROLIM DUARTE (2007). Em animais estabulados estudo



que serviu de comparacédo, teve predominancia total de Gram Negativos (quinze
contra quatro), no qual neste ponto se equivaleu, pois houve predominancia, em
ambos estudos, de Gram Negativos.

As bactérias do género Streptococcus alfa-hemolitico, Acinectobacter spp,
Staphylococcus spp e as enterobactérias sdo microrganismos tipicos da nasofaringe
do equino (DARIEN et al., 1990). A observacdo destas espécies na traquéia dos
cavalos do presente estudo reitera que a contiguidade anatébmica com a nasofaringe
e fator de importancia para o isolamento destas bactérias na traquéia destes
animais.

A microbiota traqueal observada no presente estudo (tabelas 9 e 10) é similar
a encontrada por outros pesquisadores, que observaram a ocorréncia de cocos
gram-positivos e bacilos gram-negativos.

Utilizando-se do lavado transtraqueal, MANNSMAN (1976) isolou Bacillus
spp, Acinetobacter spp, Corynebacterium sp, Enterobacter spp, Flavobacterium spp,
Klebsiella sp, Micrococcus sp, Pseudomonas sp, Serratia sp Staphylococcus sp,
Streptococcus equi, Streptococcus spp e Nocardia sp. Um fator de extrema
relevancia deste estudo para os demais é que, com a utilizacdo do MALDI-TOF, nao
s6 a familia € identificada como sua espécie. E relevante salientar que n&o foram
identificados estudos similares com tamanha identificacdo das bactérias.

As espécies de Staphylococcus coagulase-negativos ja foram relatadas como
causadoras de pneumonia de equinos (RACKLYEFT; LOVE, 2000). O significado de
S. alerttae e S. hominis é incerto com relacdo ao seu potencial patogénico para o
pulmao desta espécie.

Pode-se inferir que muitas das enterobactérias isoladas no presente trabalho
(Pantoea agglomerans, Pantoea eucrina, Enterobacter cloacae e Klebsiella
ozaenae) devem ser originarias de por¢cées mais altas do trato respiratério, como a
nasofaringe e menos comumente da cavidade oral. Como predominam no intestino
dos animais e no ambiente externo devem colonizar inicialmente estas por¢cées mais
altas, para posteriormente chegarem ao lume traqueal. Podem também ingressar
diretamente na traquéia quando os animais fazem falsa — via com alimentos
contendo estes microrganismos, pois alguns pesquisadores relatam que no lume
traqueal é possivel encontrar ingesta, especialmente durante o transporte dos
animais em veiculos (RACKLYEFT; LOVE, 1990).



A bacterioscopia de amostras de lavado tragueobronquico permite observar a
predominéancia de microrganismos Gram Positivos ou Gram Negativos, e assim
fornecer informacdes essenciais para a escolha inicial de um antibiético a ser
empregado no tratamento (SELLON, 2001). Apesar de microrganismos Gram
Positivos e Gram Negativos coexistirem em equilibrio em diferentes sitios, ndo se
recomenda a simples andlise de coloracbes para determinar a etiologia de
pneumonias bacterianas nos equinos, uma vez que ambos 0S grupos podem estar
presentes. Somente com a observacdo na cultura de um Unico grupo de bactérias
Gram-positivas ou Gram-negativas, € que se pode utilizar esse critério para
instituicdo de antibioticoterapia (ORSINI; KREUDER, 2000; KRPAN, 1984).

Por fim, cabe ressaltar que no presente estudo, as amostras sO foram
submetidas a crescimentos em meio aerdbios, ndo acrescentando a possibilidade de
bactérias anaerobias e aerofilia. Fato este que pose ser acrescido em futuras
pesquisas. Vale ressaltar também que, como discutido anteriormente, os lavados
transtraqueais sdo ferramentas importantes no diagnéstico das infeccdes
pulmonares. Porém, é imperativo utilizar-se de bom senso na interpretacdo dos
resultados das culturas microbiolégicas, pois os resultados da presente pesquisa
permitem concluir que muitos agentes de potencial patogénico séo isolados da
traquéia de animais sadios. Em vista disso, apenas pode-se considerar o isolamento
como referente a uma infeccdo pulmonar, quando os microrganismos sdo isolados

em cultura pura ou em grandes quantidades (HEWSON; VIEL, 2002).



CONCLUSAO

Com a realizacdo do estudo, foi possivel concluir que, citologicamente, ha
uma diferenca do grupo 1 para o grupo 2, no qual observou-se células inflamatérias
em maior quantidade (hemossideréfagos).

Do ponto de vista microbiol6gico o grupo em regime intensivo de criagdo (G2),
permitiu uma maior variedade de bactérias isoladas, concluindo que ha um risco
maior de desenvolvimento de afeccbes respiratorias quando comparados com o0

grupo 1.
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