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As diferentes condicbes de estabulagcdo podem influenciar a microbiota do trato
respiratorio de equinos higidos e conseqientemente o desenvolvimento de afecc¢des
pulmonares nestes animais. O diagnostico etiolégico de afec¢des do sistema
respiratorio em equinos pode ser obtido mediante realizagdo de lavado
traqueobronquial e de bidpsia pulmonar. O presente estudo objetivou avaliar
qualitativamente a microbiota traqueobronquial e pulmonar de equinos higidos
submetidos a diferentes manejos de estabulacdo. Foram utilizados 18 eqlinos
higidos, adultos, da raga quarto-de-milha, machos, oriundos do rancho Quarto-de-
milha de Presidente Prudente, distribuidos em dois grupos de nove animais: Grupo1
(mantidos integralmente em regime extensivo, permanecendo em piquete); Grupo2
(mantidos integralmente em regime intensivo permanecendo em baia e saindo
apenas para a lida). Os lavados traqueobrénquicos foram colhidos inoculou-se
solucdo fisiolégica no lume traqueobronquial por meio de catéteres intravenosos
(14G x 30 cm). As bidépsias pulmonares foram colhidas utilizando-se agulhas “tru-cut”
semi-automaticas (16G x 20cm). Os materiais colhidos foram submetidos a cultura
microbiolégica. N&o foram observadas complicacbes durante as técnicas
empregadas. Todos os animais estudados apresentaram cultura positiva para pelo
menos uma espécie bacteriana nos lavados traqueobrénquicos. Observou-se nos
lavados traqueobrdénquicos predominancia de microrganismos Gram-negativos, bem
como dos microrganismos aerdbios facultativos. Em quase 40% dos lavados foram
isolados grupos de cocos gram-positivos, sendo o género predominante
Staphylococcus. Dentre o grupo dos gram-negativos prevaleceram os que pertencem
a familia Enterobacteriaceae. Nas biopsias analisadas nao houve crescimento
negativo. Nas biopsias pulmonares houve predominancia de microrganismos Gram-

positivos e anaerdbios facultativos Dentre os gram-positivos o género predominante




foi o Staphylococcus. As espécies de gram-negativos mais isoladas foram
Escherichia coli e Enterobacter. Nas duas técnicas de colheita (biopsia e lavado)
observou-se maior numero de espécies bacterianas nos isolamentos dos animais

estabulados, em relagao aos que estavam a pasto.




Abstract

The differences in stabling conditions may influence the microbiota in airway of
healthy horses, and consequently result changes in airway infections. Diagnosis of
airway affections may be reach by using tracheobronchial (TB) wash and pulmonary
biopsy as well. The aim of this study was to evaluate the pulmonary and TB
microbiota in healthy horses submitted to different stabling. Eighteen healthy adult
male quarterhorses were distributed in two groups: Group 1 (nine animals maintained
in extensive regimen); and Group 2 (nine animals kept in stall conditions). The
washes were carried out using physiologic solution in TB lumen through the
intravenous catheter (14G x 30 cm). Pulmonary biopsies were collected using semi-
automatic Tru-cut needles (16G x 20 cm). The material collected was submitted to
microbiological culture. No trickiness was observed in the animals. At least one
species of bacteria grown in wash tracheobronchial culture in the horses studied. In
TB washes was observed predominance both of Gram negative and facultative
aerobic microorganisms. In 38.5% out of the washes were isolated Gram-positive
coccus, predominantly Staphylococcus. Escherichia coli and Enterobacter were
isolated in 3% and 11%, respectively. The culture of airway in stabling animals
showed a higher number of isolates in both wash and biopsy techniques comparing to

the horses kept in extensive regimen.
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Diante das diversas finalidades criatérias de equinos, a utilizagcdo em praticas
esportivas pode ser considerada aquela que mais se destaca. Devido a esta
tendéncia, inumeros estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito de incrementar
o desempenho dos eqlinos nas provas a que sdo submetidos.

Porém, é fato que o desempenho atlético dos cavalos é produto de uma
combinacédo de varios fatores. Segundo Rose e Hodgson (1994), “o sucesso dos
equinos atletas deve-se a uma complexa interacdo entre diversos sistemas
organicos, dentre eles o sistema respiratério”.

A capacidade respiratoria tem grande importancia em cavalos atletas e sua
reducao promove um declinio significativo no desempenho do animal em provas. As
principais causas desta redugdo sé&o os processos inflamatérios e/ou infecciosos,
comuns em locais onde ha aglomeracéo de eqlinos e em animais submetidos a
transportes prolongados, principais condi¢gdes as quais os atletas estéo sujeitos.

Reduzir a incidéncia destas afecgbes ou estabelecer protocolos terapéuticos
eficientes e precoces € de fundamental importancia. Desta forma, faz-se necessario
um diagnéstico preciso, o qual pode ser alcangado por meio de varias técnicas.

Nas ultimas duas décadas houve um rapido aumento na compreenséo das
doengas pulmonares em equinos, primeiramente com os avangos na imunologia e
virologia, na introdugao da broncoscopia e, em menor extenséo, nos testes de fungéo
pulmonar (DIXON, 1997).

Apesar das técnicas de diagnostico por imagem serem uteis na localizagao
do processo clinico, nem sempre fornecem um diagnéstico etioldégico (ETTINGER;
FELDMAN, 1995). Andlises de amostras colhidas do trato respiratério inferior (TRI)
sdo importantes na pesquisa etiologica (NELSON; COUTO, 1998). A avaliacéo

microbiolégica do TRI pode auxiliar no estabelecimento da etiologia (ETTINGER;
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FELDMAN, 1995), na compreensdo do mecanismo da doenca e determinacéo da
existéncia ou nao de processos infecciosos (COLLEGE OF VETERINARY
MEDICINE, CVM, 2003), fornecendo direcionamento na terapia a ser instituida
(HAWKINS, 1995).

O conhecimento da microbiota traqueal de equinos higidos permitira saber
quais as espécies bacterianas de maior importancia e seu potencial em causar
pneumonia. Os estudos comparativos das diferentes popula¢cdes bacterianas
presentes no lume traqueal de equinos, consubstanciados com as diferentes
caracteristicas do manejo de estabulagdo, permitirdo predizer quais situagdes
oferecem maior risco ao desenvolvimento de infec¢gbes pulmonares bacterianas.

O lavado traqueobrénquico € comumente utilizado na rotina clinica para
obtencédo de fluidos presentes no TRI de eqlinos com problemas respiratérios.
Comparagbes desta técnica com a biopsia pulmonar permitirdo avaliar quais as
diferentes situagdes onde poderdo ser solicitadas e aplicadas. Entretanto, para que
se obtenha sucesso com protocolos terapéuticos € indispensavel o conhecimento
prévio dos microrganismos encontrados no TRI dos equinos.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar qualitativamente a microbiota
pulmonar e traqueobrdnquica por meio de técnicas de biopsia pulmonar e lavado
traqueobronquico em equinos higidos submetidos a diferentes regimes de

estabulacao.
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2.1 Lavado Traqueobronquico

O lavado traqueobrdnquico transtraqueal para exames bacteriolégicos &
considerado uma das técnicas mais acuradas para obter espécimes de secregao
respiratoria para exames microbiologicos (DIXON, 1997). Esta técnica permite avaliar
qualitativamente a microbiota traqueal de animais domésticos, ndo sendo indicada
para quantificar microrganismos nos lavados traqueobrdnquicos, pois a inje¢do de
liquidos no lume traqueal pode diluir o0 muco e mascarar a real concentragédo de
bactérias existentes na traquéia (HEWSON; VIEL, 2002).

A analise do fluido de lavados traqueobrénquicos, de equinos clinicamente
sadios, demonstra presenca de macrofagos, hemosideréfagos, células gigantes,
neutréfilos, linfocitos e eosindfilos (CHRISTLEY, et al., 1999). Os tipos celulares
predominantes, em cavalos adultos, sdo macréfagos e linfocitos (cerca de 60 e 30%,
respectivamente), j& em potros, a situagdo é distinta, pois aproximadamente 80 a
90% das células recuperadas inicialmente sdo macrofagos alveolares (SPEIRS,
1999).

Na avaliagao citolégica de lavados traqueobrénquicos de equinos higidos,
muco, grandes esporos e hifas fungicas podem ser encontrados, porém, devido a
forma de obtencao, utilizando solugéo fisiolégica, a contagem de células do lavado
traqueobrdnquico fica prejudicada, embora seja de grande utilidade as caracteristicas
de celularidade (SWEENEY, 1996).

Os processos inflamatérios agudos apresentam, no fluido traqueal, aumento
de mais de 40% na proporgéo relativa de neutréfilos; em bronquites crénicas, o
aumento de macréfagos é caracteristico, enquanto que elevagcédo na contagem de

eosindfilos (>75%) sugere bronquite alérgica. Observa-se que alteragcdes na
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aparéncia dos neutréfilos, evidenciadas por mudangas no aspecto do nucleo, sao
utilizadas para determinar se ha ou ndo processo infeccioso (BAIN, 1997).

A analise do fluido traqueal de equinos com doengas pulmonares crbnicas
demonstra grande quantidade de neutréfilos e células epiteliais, reduzido niumero de
macrofagos e linfécitos, e raros eosindfilos (DERKSEN, et al., 1989).

De acordo com Christley et al. (1999), existe uma correlagado positiva entre a
descamacgao de células epiteliais da traquéia e o numero total de bactérias
encontradas em lavados traqueobrénquicos de equinos.

Raidal et al. (1997), avaliando o efeito do transporte em equinos, relataram
que imediatamente apds o transporte, a celularidade e a presenga de muco no
lavado traqueobrénquico aumentaram significativamente, com destaque para os
macrofagos alveolares.

Estudando o efeito do confinamento em equinos, Raidal et al. (1995), ndo
observaram alteragdes significantes sobre as caracteristicas do fluido traqueal, que
variou de transparente a cinza claro com pequena quantidade de muco em amostras
coletadas ap6s 24 horas de estabulagd0, as células encontradas em maior
quantidade foram do epitélio respiratério e macréfagos alveolares. Racklyeft; Love
(1990), em pesquisa semelhante, afirmaram que em alguns animais o lavado
traqueobronquico mostrou-se opaco e cremoso, com os neutréfilos representando
80% da celularidade.

O posicionamento da cabeca é fator importante na instalacdo de quadros
pneumonicos. Raidal et al. (1995), relataram que a manutencdo da cabeca elevada
promoveu aumento da turbidez e viscosidade das amostras de lavados
traqueobrdnquicos, onde os neutrofilos chegaram a representar cerca de 85% das

células totais.
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2.2 Biopsia Pulmonar

Uma técnica pouco utilizada para avaliar pneumonias bacterianas em
eqliinos é a analise microbiolégica de fragmentos dos tecidos pulmonares colhidos
por bidpsia. Esta técnica € considerada util nos casos de pneumonias difusas
(MANSMANN; KNIGHT, 1972) e até pneumonias focais (RILEY, et al., 1992).

Bidpsia pulmonar via endoscopio e biopsia percutanea séo as técnicas mais
amplamente utilizadas para conseguir um diagnostico citolégico ou histologico
preciso de cancer de pulmdo (LAURENT, et al, 2003). Segundo Niden e Salem
(1997), “a biopsia pulmonar percutanea é mais eficiente que a realizada por
endoscopio, pois propicia a obtencdo de uma amostra mais adequada de tecido e
possui baixos indices de mortalidade e complicagdes”.

A broncopneumonia é sem duvida a forma mais comum de pneumonia dos
animais domésticos, e nos estagios iniciais pode-se observar hiperemia, edema e
acumulo de neutrofilos e macréfagos alveolares nos espagos broncoalveolares. Na
broncopneumonia supurativa, ocorre um predominio de neutréfilos no exsudato
inflamatério, enquanto que, na broncopneumonia fibrinosa ha o predominio de fibrina
(LOPEZ,1998; JONES et al, 2000).

As alteragbes microscopicas observadas em equinos com hemorragia
pulmonar induzida por exercicio, consistem de ruptura da parede alveolar com
consequente hemorragia, macréfagos contendo hemossiderina no lume alveolar e
discreta fibrose intersticial (JONES; et al, 2000). Na doen¢a pulmonar obstrutiva
cronica, as principais alteragbes microscépicas incluem a metaplasia de células

caliciformes, acumulo de eosindfilos e hipertrofia da musculatura lisa ao redor das
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vias aéreas. Nos casos graves o acumulo de muco pode levar ao tamponamento das
vias aéreas de pequeno calibre, culminando com enfisema alveolar (LOPEZ, 1998).
As alteracdes teciduais pulmonares irdo variar conforme o grau de leséo,
com a extensdo e com o agente que as causou. De acordo com Lépez (1998), o
tamanho da particula é de grande importancia na doenca pulmonar. Tizard (2000)
comenta que particulas com 10, 5 e 1 um, atingem os brdénquios, bronquiolos e
alvéolos respectivamente. Quando o animal se encontra higido os microrganismos
que entram em contato com o tecido pulmonar, s&o rapidamente eliminados pelo
sistema de defesa tecidual. Cheville (1980) relata que 85% dos microrganismos que

chegam ao pulméo sao eliminados apés quatro horas.

2.3 Microbiota bacteriana do TRI de eqiiinos

Na traquéia de equinos pode-se encontrar diversas espécies bacterianas.
Cujo crescimento e isolamento podem ser influenciado pelo “habitat” do animal, a
raca e a contaminacdo ambiental (MANSMANN; STROUSS, 1976; LAVOIE et al.,
1994).

A identificagdo de multiplas espécies bacterianas no lume traqueal equino,
nos casos em que o animal apresenta quadro compativel com pneumonia, pode
dificultar a identificacdo de qual espécie €& responsavel pela enfermidade
(RACKLYEFT; LOVE, 2000).

A quantidade de bactérias presentes no lume traqueal dos equinos varia de
zero a 2,43 x 10° unidades formadoras de coldnia (UFC) por mL de lavado (RAIDAL
et al., 1995). Uma quantidade maior que 10° UFC & indicativa de infecgdo bacteriana,

principalmente se esta contagem for de um unico microrganismo (MO), enquanto
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isolamento menor que 10* UFC/mL pode n3o ter significado clinico, especialmente
se for composto por varios microrganismos (DIXON, 1997).

Entretanto esta densidade aumenta significativamente em situagbes que
possam comprometer os mecanismos de depuracgéo traqueal e fatores estressantes,
como por exemplo, a permanéncia de equinos com a cabeca elevada por periodos
superiores a 24-48 horas, o que leva ao prejuizo dos mecanismos de depuracao
microbiana, pois as bactérias presentes no lume traqueal apresentam um aumento
significativo na sua populacdo (RACKLYYEFT; LOVE, 1990). Outras pesquisas
detectaram associac&o significativa entre contagens bacterianas acima de 10° UFC
no lume traqueal e presenca de tosse em cavalos de corrida (CHRISTLEY, et al.,
2001).

Uma elevagdo nas contagens de microrganismos no lume traqueal néo
resulta necessariamente em quadros clinicos de infec¢ao respiratéria ou alteracdes
em leucogramas (RACKLYYEFT; LOVE, 1990). O conhecimento da microbiota
pulmonar e traqueal permite fazer hipéteses sobre o potencial patogénico de
microrganismos, ora presentes como saprofiticos, e que podem ter algum potencial
patogénico no momento em que o animal sofrer um estresse ou um desequilibrio
organico (LAMBOTTE, et al., 2002).

Os microrganismos que afetam o trato respiratério dos eqiinos podem ser
oriundos de fontes exdgenas, mediante o convivio com animais portadores, e a partir
de fontes enddgenas, como os microrganismos que habitam a orofaringe. As
bactérias da orofaringe podem contaminar o lume traqueal e subseqientemente, os
pulmbes, estabelecendo quadros de pneumonia e/ou pleuropneumonia (RAIDAL, et

al., 1995).
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Os processos infecciosos do trato respiratorio dos equinos sdo enfermidades
provocadas, principalmente, por virus e bactérias, sendo comuns em animais
submetidos a transporte prolongado, ou que permanecem em contato direto com
animais portadores de microrganismos patogénicos durante treinos esportivos
(WILKINS, 2003). E o tratamento destas afeccbes deve ser feito rapidamente para
que se tenha um bom prognéstico (RAKLYEFT; LOVE, 2000).

Os fatores que contribuem para que microrganismos da orofaringe se
multipliquem e causem quadros pneumbnicos podem estar relacionados ao manejo
do animal, como por exemplo, o local onde ele é mantido. Fatores individuais, como
a imunidade, também s&o importantes, principalmente aqueles que interfiram nos
mecanismos de defesa especificos e inespecificos, presentes no lume traqueal.
Quando ha a incapacidade de equinos responderem efetivamente frente a infecgdes
bacterianas, a microbiota orofaringeana pode infectar o trato respiratério
(CHRISTLEY et al., 1999). Um exemplo disso sdo as infec¢cdes pulmonares por
Streptococcus zooepidemicus, comuns em animais submetidos ao estresse de
transporte, em conseqiiéncia da imunossupressao (OIKAWA, et al., 1995).

Outras situagbes, como as que permitam que os eqlinos permaneg¢am longo
tempo com a cabega erguida, podem levar a contaminagé&o traqueal por aspiragao de
bactérias da orofaringe (RAIDAL, et al., 1997). Outro fator considerado importante é
o exercicio fisico intenso, que pode exacerbar clinicamente processos infecciosos
pulmonares previamente estabelecidos, o que ja foi observado em infecgbes pelo
virus da influenza (GROSS, et al., 1998). O exercicio afeta equinos com historico de
infeccbes pulmonares pregressas, levando ao recrudescimento dos quadros

infecciosos (FREEMAN, et al., 1993).
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Para avaliar a microbiota bacteriana traqueal eqilina, a técnica de lavado
traqueobrdonquico transtraqueal é considerada eficiente (MANSMANN; KNIGHT,
1972). O lavado traqueobrénquico €& considerado um teste sensivel, mesmo na
presenca de lesbes abscedantes piogranulomatosas pulmonares causadas por
bactérias como o Rhodococcus equi (LAVOIE, et al., 1994). O lavado permite
analisar a presenca de bactérias no lume traqueal por exames bacteriolégicos e
caracteristicas citologicas dos espécimes colhidos, sendo a utilizagdo concomitante
destes exames, uma técnica mais sensivel que a avaliagdo clinica para diagndstico
das pneumonias equinas (FREEMAN, et al., 1993).

Entre as bactérias aerdbias isoladas do lume traqueal equino, alguns
géneros sdo citados com freqiiéncia, como 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).

O Streptococcus beta-hemolitico, um dos géneros mais freqientes nas
pneumonias (DARIEN, et al., 1990), é considerado importante na patogénese das

infecgbes respiratérias de equinos.




3 Material e Métodas
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3.1 Populagao estudada

¢ O estudo foi realizado em Presidente Prudente — SP, no periodo de 25 d
janeiro a 15 de fevereiro de 2006.

¢ Os animais avaliados foram eqliinos machos da raga Quarto-de-Milha, com
média de idade de oito anos (variando de 5 a 15 anos).

¢ O perfil atlético dos animais era de competidores de prova de tambor, com
treinamento diario em dois periodos, manha (aquecimento e alongamento) e tarde
(treinamento funcional)

e Grupo1 (G1) composto por 9 animais: mantidos em regime extensivo,
permanecendo em piquete e saindo apenas para o treinamento;

e Grupo 2 (G2) composto por 9 animais: mantidos e em regime intensivo
permanecendo em baia e saindo apenas para o treinamento.

Os animais foram alimentados durante o experimento com ragdo comercial,

feno de “coast-cross” e suplemento mineral.

3.2 Exame Clinico Pré-Colheita

A avaliagao clinica foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido no
Servigo de Clinica e Cirurgia de Grandes Animais da Universidade do Oeste Paulista,
UNOESTE, conforme descrito por SPEIRS (1999).

e Inspecdo da mucosa oral, ocular e nasal, avaliando coloracéo e tempo
de preenchimento capilar;
e Presenca ou auséncia de corrimento nasal;

e Palpacgao dos linfonodos submandibulares e pré-escapulares;
e Auscultacdo da traquéia e pulmdes;

e Percussao da area pulmonar e seios nasais;

e Mensuracéao das frequiéncias respiratéria e cardiaca;

e Afericdo da temperatura retal.
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3.3 Exames Laboratoriais

3.3.1 Hemograma

Para confirmar o estado de higidez dos animais, amostras de sangue foram
colhidas em trés momentos:

e Momento zero: 7 dias antes das colheitas do lavado traqueobrénquico e

biopsia pulmonar;

e Momento 1: no dia das colheitas;

e Momento 2: 7 dias apds as colheitas.

As amostras sanguineas foram obtidas por meio de venopuncao jugular,
utilizando agulhas para coleta multipla, de calibre 25x8, acoplada a tubos de coleta
Vacutainer (com acido etilenodiaminotetraacético — E.D.T.A.) com capacidade para
4,5 ml. Estas amostras foram utilizadas para realizagdo do hemograma, utilizando
contador automatico de células. As dosagens de proteina total e fibrinogénio foram
realizadas pelo método indireto de precipitacdo pelo calor (56°C), e as leituras foram

feitas por refratdmetro de Abbe (KANEKO, et al., 1989; JAIN, 1993).

3.3.2 Lavado traqueobronquico

A técnica utilizada para realizacdo do lavado foi a transtraqueal conforme
descrigao de Orsini; Kreuder (2000). Uma area (10 cm?) da pele, localizada no tergo
médio da traquéia foi cirurgicamente preparada e realizada antissepsia com iodo
povidine degermante, iodo povidine topico e alcool etilico 70%. Uma seringa de 60

mL, contendo 40 mL de solugéo fisiolégica (NaCl 0,9%), foi acoplada a um cateter
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tipo Intracath de 14G x 30 cm, que foi introduzido na traquéia e dirigido no sentido da
carina . Em seguida, inoculou-se todo conteudo da seringa e rapidamente aspirou-se
obtendo o lavado traqueobrénquico, que foi encaminhado para analise microbiologica

no Laboratério do Hospital Veterinario da Unoeste.

3.3.3 Biopsia pulmonar

O procedimento foi realizado conforme a técnica de biopsia percutanea
descrita por Speirs (1999) e Raphael; Gunson (1981), com algumas modificagdes.

Uma area (10 cm?) de pele, localizada no sétimo ou oitavo espaco intercostal
e 8 cm acima de uma linha horizontal que passa pela articulagdo escapulo-umeral,
foi preparada com antissepsia rigorosa com iodo povidine degermante, iodo povidine
tépico e alcool etilico 70%, apds prévio botdo anestésico com 5 mL de cloridrato de
lidocaina sem vasoconstrictor. Em seguida, uma agulha 30 x 22 mm, que funcionou
como mandril, foi introduzida na pele e musculatura intercostal para que nao
houvesse friccdo da agulha de biopsia com a pele e musculatura. Posteriormente, a
agulha de biopsia tipo Tru-cut semi-automatica, foi introduzida na cavidade toracica,
penetrando o pulmao e sendo acionada em seguida, o que permitiu a colheita da
biopsia. Realizou-se este procedimento em cada pulmao dos animais selecionados,
sendo os fragmentos encaminhados para analise microbiolégica no Laboratério do

Hospital Veterinario da Unoeste.
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3.3.4 Analise bacteriologica

e Cultura do lavado traqueobrénquico

Para avaliar a presenca de bactérias vidveis no lume traqueal, as amostras
de lavado foram semeadas por plagueamento diferencial em trés placas contendo
agar-sangue enriquecido com 10% de sangue ovino desfibrinado e trés placas
contendo agar MacConkey. As placas semeadas foram divididas equitativamente
para serem incubadas em aerobiose, anaerobiose e microaerofilia a 37°C por 72
horas. As col6nias bacterianas isoladas classificadas segundo suas caracteristicas
morfo-tinturiais e bioquimicas (QUINN, et al., 1994).

e Cultura de biopsia pulmonar

As amostras de biopsia pulmonar foram semeadas em tubos contendo caldo
cérebro-coracdo. Os tubos semeados foram incubados em aerobiose, anaerobiose e
microaerofilia por dois a sete dias na temperatura de 37° C. Dos caldos que
apresentaram turvacéo evidente, retirou-se uma pequena aliquota que foi semeada
por esgotamento em uma placa de Petri contendo agar-sangue e outra contendo
agar MacConkey. As colbnias isoladas foram analisadas quanto a suas
caracteristicas morfo-tinturiais e bioquimicas, permitindo sua classificacdo (QUINN et

al., 1994).
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Os resultados das culturas microbiolégicas dos lavados traqueobrénquicos
de equinos sadios mantidos em regime extensivo e intensivo estdo presentes nas
tabela 1 e figura 1.

Os resultados das culturas microbiolégicas das biopsias de pulmao de
equinos sadios mantidos em regime extensivo e intensivo estao presentes nas tabela
2 e figura 2.

Os resultados relacionados com as caracteristicas tinturiais de
microrganismos bacterianos isolados de amostras de lavado traqueobrénquico e
biopsia pulmonar colhidas de equinos mantidos sob diferentes regimes de manejo
estdo presentes nas tabela 3 e figura 3.

Os resultados relacionados com as caracteristicas metabdlicas de
microrganismos bacterianos de amostras de lavado traqueobrdénquico e biopsia
pulmonar colhidas em 18 equinos mantidos sob diferentes regimes de manejo

estdo nas tabela 4 e figura 4 e tabela 5 e figura 5.
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O Animais Estabulado

O Animais a Pasto
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Figura 1 - Perfil microbioldégico de amostras de lavado traqueobrénquico colhidas em 18 equinos (G1 e G2) mantidos sob regime

extensivo e estabulado.
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Figura 2 - Perfil microbiolégico de amostras de biopsia pulmonar colhidas em 18 equinos (G1 e G2) mantidos sob regime| «

extensivo e estabulado.
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5.1 Consideragoes sobre as técnicas de colheita empregadas

Os problemas pneumoénicos de equinos estdo entre as afecgbes mais
freqlientes na clinica de eqlinos e os processos infecciosos sdo a segunda
categoria mais frequiente de afeccédo pulmonar (DIXON et al., 1995).

Existem iniUmeras espécies de microganismos capazes de causar infeccdes
pulmonares nos cavalos (RACKLYEFT; LOVE, 2000). Por estes motivos, considera-
se que o conhecimento da biota do TR destes animais seja de suma importancia
para permitir uma analise mais acurada de resultados microbiolégicos de amostras
de lavados traqueobrénquicos e biopsias pulmonares colhidos para fim de
diagnostico.

O presente trabalho cumpriu os seus objetivos com relagéo ao isolamento e
conhecimento de microrganismos do aparelho respiratério de equinos sadios por
meio de técnicas de colheita de lavado traqueobrénquico e biopsia pulmonar e a
comparagao entre eles. Todos os cavalos utilizados neste experimento foram
considerados higidos com relagdo ao aparelho respiratério, pois ndo tinham sinais
clinicos de afecc¢bes respiratorias, ndo apresentavam queda de desempenho e nao
apresentam alteragdes leucocitarias.

Nao foram observadas complicagdes com as técnicas empregadas. A
seguranca das técnicas foi reforcada pela auséncia de alteragbes hematoldgicas nos
animais pesquisados, observadas nas leucometrias mensuradas sete dias depois da
colheita, o que indica a auséncia de complica¢des associadas as lesbes produzidas
durante a colheita. Isto condiz com trabalhos previamente descritos que referem
apenas alteragbes autolimitantes apos as colhietas de biopsias pulmonares (VIEL,

1980; RAFAEL; GUNSON, 1981).
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As técnicas de colheitas de biopsias e lavados empregadas primaram por
rigorosa antissepsia e obedeceram aos métodos tradicionalmente utilizados e com
materiais estéreis, o que permitiu obter amostras as mais fidedignas possiveis. No
entanto, devido as técnicas serem realizadas de forma percutédnea, podem ocorrer
contaminagdes (ROBERT, et al., 1992). As contaminacdes externas durante a
colheita da biopsia pulmonar podem ocasionar resultados falso-positivos, caso
técnicas de enriquecimento microbiolégico sejam empregadas, como € o caso do
presente trabalho. Estas técnicas permitem que o0s microrganismos possam se
desenvolver em muitas fases logaritmicas quando os fragmentos de tecidos sao
inoculados em caldos de cultura, mesmo partindo-se de poucas células bacterianas
(DAUR, et al, 2006). Apesar disto, os microrganismos isolados devem ser
considerados na sua maioria como comensais do trato respiratério dos equinos,
podendo compor parte de uma microbiota residente ou transitoria.

Outra forma possivel de contaminacdo nas amostras dos lavados

traqueobrdnquicos é a oriunda da orofaringe (CHRISTLEY, et al. 1999).

5.2 Analises dos resultados dos lavados traqueais

O lavado transtraqueal para exames bacteriol6gicos € considerado uma das
técnicas mais acuradas para obter espécimes de secrec¢éo respiratoria para exames
microbiolégicos (DIXON, 1997). Esta técnica permite avaliar qualitativamente a
microbiota traqueal de animais domésticos, ndo sendo indicada para quantificar
microrganismos nos lavados traqueobrénquicos, pois a inje¢ao de liquidos no lume
traqueal pode diluir o muco e mascarar a real concentracado de bactérias existentes

na traquéia (HEWSON; VIEL, 2002).
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Todos os animais estudados apresentaram cultura positiva para pelo menos
uma espécie bacteriana nos lavados traqueobrénquicos. Estes patamares sao
proximos aos niveis 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; HOFFMAN, 1993c;
WHITWELL; GREET, 1982).

A proximidade do lume traqueal com sitios anatdmicos que recebem um
grande aporte de microrganismos de origem exégena ou enddégena, como € 0 caso
da nasofaringe e orofaringe dos equinos, é um dos fatores de maior contribuicao
para o isolamento de determinadas espécies bacterianas traqueobrénquicas. Soma-
se a este fator a capacidade funcional dos mecanismos de depuragdo do trato
respiratorio anterior dos equlinos de favorecer ou prejudicar a permanéncia das
bactérias na traquéia.

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

A microbiota traqueal observada no presente estudo (tabela 1; figura 1) é
similar a encontrada por outros pesquisadores, que observaram a ocorréncia de
cocos gram-positivos e enterobactérias e algumas espécies de gram-negativos nao-
fermentadores da glicose. Em um estudo utilizando cateter endotraqueal revestido
de protecao plastica para colher amostras de secrecao traqueal, via endoscopio, em

trinta poneis, visando cultura microbioldégica, foram observados como principais
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microrganismos: Actinobacilus equuli, Streptococcus zooepdemicus, Streptococcus
equi, Pasteurella, Pseudomonas, Escherichia coli, Streptococcus do grupo alfa-
hemolitico, Bacilus spp, Acinectobacter, Staphylococcus spp, Entereobacter spp e
Moraxela spp. Esse estudo sugere a predominancia de bactérias gram-positivas na
flora bacteriana traqueal de eqliinos normais, especialmente os do grupo
Streptococcus. Entre os gram-negativos, o Actinobacilus e a E. coli predominam
(DARIEN, et al., 1990).

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 € Nocardia sp.

As diferencas ou similaridades observadas entre os isolamentos bacterianos
traqueobrénquicos dos equinos da presente pesquisa e de outras s&o, em grande
parte, devido a fatores externos que determinam suas composi¢des, tais como
ambiente em que o animal vive, manejo que € submetido, tipo de alimentacéo e
fatores individuais.

Pela observacao da (tabela1; figura 1), nota-se que nos lavados, em quase
40% dos animais foram isolados grupos de cocos Gram-positivos, representados
pelos géneros Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus e Micrococcus. Todos
estes géneros sao relatados como causadores de pneumonia em equinos
(RACKLYEFT; LOVE, 2000).

O género predominante entre os cocos Gram-positivos foi o Staphylococcus,
representando 16% dos isolamentos. Este grupo de microrganismos ja foi isolado
em lavados traqueobrdnquicos de equinos (DARIEN, et al., 1990). Dentre as

espécies isoladas dos lavados, o S. aureus foi o unico coagulase-positivo, em um
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animal. Esta espécie de microrganismo ja foi cultivada de processos pneumonicos
de equinos com choque toxico (HOLBROOK, et al., 2003), abscessos pulmonares
(LAVOIE, et al., 1994) e botriomicoses pulmonares (MILLER, et al., 2001). O S.
aureus pode ser um microrganismo importante do ponto de vista de saude publica,
uma vez que os equinos podem portar grupos altamente resistentes a antibidticos e
transmiti-los a seres humanos (WEESE, et al., 2006).

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

O segundo grupo de cocos gram-positivos mais isolados foram os
Streptococcus, presentes em 7% das amostras, do grupo A de Lancefield (S.
agalactiae) e do grupo D (Enterococcus faecium), sendo isolados de dois e um
animais respectivamente.

Os Streptococcus alfa-hemolitico podem ser isolados na regido da
nasofaringe dos equinos (DARIEN, et al., 1990), e provavelmente atingem a traquéia
pela proximidade anatébmica entre estes locais. Sdo comuns no lumen traqueal de
equinos (CHRISTLEY, et al., 1999). A espécie alfa-hemolitica observada foi o S.
agalactiae, um microrganismo comum nas superficies corpéreas dos eqiinos
(YILDIRIM, et al., 2002) e que apresenta algum potencial patogénico para pulméo
(RACKLYEFT; LOVE, 2000).

Uma das espécies mais importantes de Streptococcus para eqliinos € o S.
zooepidemicus, frequentemente isolada do lumen traqueal de equinos sadios
(DARIEN, et al.,, 1990). Apesar disto, ele ndo foi observado em nenhuma das

amostras estudadas no presente trabalho e sua auséncia pode significar que fatores
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geograficos e ambientais influenciam na sua capacidade de infeccao da populagéo
de equinos. O S. zooepidemicus € um dos agentes mais frequentes no caso de
pneumonia equina (DIXON, et al., 1995a) Ele tem sido reconhecido como um
patdgeno secundario a infec¢des virais do trato respiratorio, (SARAZOLA, et al.,
1992), mas também tem sido observado como agente primario de infeccéo pulmonar
nesta espécie (VARMA, et al., 1984).

Os microrganismos da espécie Micrococcus luteus foram isolados em 7%
das amostras de lavado traqueal. Este género de bactéria foi isolado da traquéia de
equinos normais (MANSMANN, 1976) e raramente se comporta como agente de
pneumonias.

Outro grupo de microrganismos observados foram os bastonetes Gram-
negativos, especialmente os que pertencem a familia Enterobacteriaceae, como € o
caso de Enterobacter agglomerans, Enterobacter cloacae, Enterobacter ssp, Hafnia
alvei, Escherichia coli e Shigella spp. Eles provavelmente chegam ao terco final da
traquéia através dos circuitos naturais de respiracdo do animal, levados pelo
turbilhonamento do ar nas vias respiratérias, portanto, pode-se considerar comum o
aparecimento de microrganismos do grupo dos coliformes fecais permanecendo de
forma, ainda que transitéria, no lume traqueal dos equinos.

Considerando-se este ultimo grupo de microrganismos, destaca-se o género
Enterobacter, sendo o agente predominante, pois foi isolado em 21% das amostras.
Este género € comumente isolado na traquéia (DARIEN, et al., 1990) e nasofaringe
equina (HOQUET, et al., 1985), porém pode ocasionar processos pneumobnicos em
cavalos (LAKRITZ, et al., 1993; FEY; SCHMID, 1995). O Enterobacter é
possivelmente um agente oportunista nestas situacdes. Um dos fatores de

patogenicidade importantes para esta espécie é a presenga de capsula de natureza
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mucopolissacaridica e que em algumas situagbes permite a bactéria, resistir a
fagocitose (PLATT, et al., 1976).

A espécie Escherichia coli pode estar comumente presente na traquéia de
equinos sadios (MANNSMAN; STROUSS, 1976; DARIEN, et al., 1990). No presente
trabalho foi isolada em 12% das analises. Como ndo foram testadas as suas
caracteristicas de patogenicidade, ndo € possivel afirmar que sejam espécies
patogénicas. Em geral os virotipos associados a capacidade de desencadear
processos infecciosos extra-intestinais em animais sao os necrotoxigénicos (POHL,
et al., 1993). As pneumonias em equinos por esta espécie bacteriana podem ser
severas (RAPHEL, et al., 1982) e assim como no caso do Enterobacter, a
Escherichia coli pode atuar como oportunista (MAIR, 1996).

Hafnia alvei, isolada em 14% das amostras, raramente se comporta como
patdogeno para equinos e seu potencial como agente oportunista para pneumonias
equinas & desconhecido.

Pode-se inferir que muitas das enterobactérias isoladas no presente trabalho
devem ser originarias de por¢cbes mais altas do trato respiratorio, como a
nasofaringe e menos comumente da cavidade oral. Como predominam no intestino
dos animais e no ambiente externo devem colonizar inicialmente estas por¢ées 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).

Outra espécie Gram-negativa isolada de lavados traqueobrdnquicos, em

9,5% das amostras, mas n&o pertencente a microbiota entérica dos animais é a
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Pasteurella sp. Uma das espécies deste género, capaz de causar processos
pneumonicos secundarios em equinos submetidos a transporte prolongado, € a P.
caballi (HAYAKAWA, et al., 1993) e possivelmente, representa um dos
microrganismos com maior potencial para provocar infecgées oportunistas (DARIEN,
et al., 1990).

A observacdo de que cavalos que estdo em constante treinamento,
apresentam forte associacao entre inflamacao das vias respiratérias e a presenca de
microrganismos do grupo Pasteurella, reitera seu potencial oportunista (NEWTON,
1997). Isto ocorre por que a limpeza mucociliar pode ser prejudicada pela liberacao
de cortisol durante exercicios extenuantes realizados por cavalos. A inalagéo de
particulas estranhas, ou hemorragia induzida por exercicios também podem
prejudicar o mecanismo de depuracédo traqueal (THORNTON, 1985; NAYLOR,;
KENYON, 1981) e aumentar a probabilidade de multiplicacédo de Pasteurella sp no
interior da traquéia.

Possivelmente os microrganismos observados no presente estudo, estdo em
condi¢cbes de equilibrio, ou seja, as populagdes se mantém estaveis em reflexo aos
mecanismos de depuragédo do trato respiratério dos equinos. As pneumonias dos
animais devem se desenvolver, portanto, quando um microrganismo externo adentra
no trato respiratorio ou quando condigbes conseguem romper este mecanismo de
equilibrio (RACKLYEFT; LOVE, 2000).

O género de enterobactéria Shigella sp, isolada em 2% dos lavados
traqueobrénquicos dos equinos deste trabalho, ressalta a hipétese de que parte dos
microrganismos presentes na traquéia é oriunda de contaminacao exégena. Nao se
deve fazer confusdo com a espécie denominada anteriormente de Shigella equuli,

agente comum em infeccbes de potros e, que foi renomeada para Actinobacillus
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equulli (WOOD, et al., 2005). A Shigella sp isolada no presente trabalho é um
componente da microbiota fecal. Sua significancia e patogenicidade para o trato
respiratorio dos equinos sédo ainda desconhecidas.

Em 2% das amostras dos isolamentos dos lavados traqueobrdnquicos foi
observado o actinomiceto Arcanobacterium pyogenes. Esta espécie € responsavel
por diversas enfermidades de carater supurativo em animais pecuarios (JOST;
BILLINGTON, 2005). Infecgbes respiratérias em eqiinos de carater piogénico podem
ser desencadeadas por esta bactéria (RACKLYEFT; LOVE, 2000).

O mais comum, é que quando o Arcanobacterium pyogenes provoca
abscessos pulmonares, podem ser notadas elevagdes na contagem leucocitaria dos
animais, especificamente de neutrofilos, fato comum para infecgbes piogénicas
(LAVOIE; et al.,, 1994). Como nenhum animal apresentava contagem leucocitaria
elevada, acredita-se que a presenca desta espécie de bactéria, no animal do
presente estudo seja apenas transitéria neste sitio anatdmico. Sua ocorréncia na
traquéia dos equinos estudados € indicativa de que os animais freqientemente se
expdem ao agente, mas nao desenvolvem pneumonias, talvez pela necessidade da
presenca de fatores predisponentes.

O género Pseudomonas foi obtido em 5% das amostras. Esta bactéria esta
presente em diversas formas de infecgdes na espécie eqlina, sendo um agente
comumente presente em matéria organica ambiental, inclusive agua (PEROTTI, et
al., 2005). Ela pode ser isolada da traquéia de eqiinos sadios (DARIEN, et al.,
1990).

E possivel que Pseudomonas sp tenha algum potencial patogénico, se

conseguir infectar o pulméo quando fatores predisponentes estdo presentes, sendo
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especialmente perigosa por que € comumente resistente a muitos antimicrobianos
(QUINN, et al., 2005).

Outro microrganismo comumente isolado de lavados traqueobrdonquicos de
eqliinos com ou sem processos infecciosos e que esteve ausente nos lavados
traqueobronquicos da presente pesquisa, € o Actinobacillus equuli e o
Streptococcus zooepidemicus (WARD, et al., 1998). Sua presenca no lume traqueal
€ associada a aumento do risco de infec¢des clinicas pulmonares em equinos
(NEWTON, et al., 2003).

Observou-se nos lavados traqueobrbnquicos predominancia de
microrganismos Gram-negativos sobre os Gram-positivos (Tabela 3; Figura 3). Este
fato deve-se provavelmente aos microrganismos do ambiente externo, onde existem
mais comumente Gram-negativos, devido as fezes dos animais.

A bacterioscopia de amostras de lavado traqueobrénquico permite observar
a predominancia de microrganismos gram-positivos ou gram-negativos, e assim
fornecer informagdes 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 analise de coloragbes para determinar a etiologia de
pneumonias bacterianas nos equinos, uma vez que ambos os grupos podem estar
presentes. Somente com a observacédo 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).

Na presente pesquisa, 0s microrganismos aerobios facultativos
predominaram (Tabela 4; Figura 4) sobre os aerdbios estritos, o que condiz com

outros pesquisadores (RACKLYEFT; LOVE, 1990; MANNSMAN; STROUSS, 1976).
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Eles provavelmente possuem melhores condigcbes de adaptagcdo ao ambiente em
que habitam saprofiticamente pela capacidade de modular seu metabolismo quando
ocorrem tensdes de oxigénio menores, 0 que possivelmente ocorre entre a mucosa
traqueal e a camada de muco neste local. Podem ainda interagir com outros
microrganismos de metabolismo diferente. Acredita-se, por exemplo, que quando
aerbdbios facultativos se multiplicam previamente no trato respiratério de equinos
pode predispor a uma infeccdo pulmonar por microrganismos anaerobios estritos
(RACKLYEFT; LOVE, 1990), pois modificam o ambiente. Sdo modificagbes ligadas
ao potencial de o6xido-reducédo local, entre outras, que podem providenciar um
ambiente favoravel a replicacdo e invasédo por microrganismos anaerébios (BROOK,
1986).

Os anaerodbios estritos ndo foram isolados da traquéia. Muitos destes
microrganismos estdo presentes como comensais nas criptas das tonsilas
faringeanas (BAILEY, et al., 1991), possivelmente por que este ambiente favorece
sua sobrevivéncia devido as baixas concentragdes de oxigénio, sendo uma potencial
fonte de contaminacgéo do TR de equinos por microrganimos anaerobios.

Como discutido anteriormente, os lavados transtraqueais sdo ferramentas
importantes no diagnéstico das infecgées pulmonares. Porém, € imperativo utilizar-
se de bom senso na interpretacdo dos resultados das culturas microbiolédgicas, pois
os resultados da presente pesquisa, permitem concluir que muitos agentes de
potencial patogénico sdo isolados da traquéia de animais sadios. Em vista disso,
apenas pode-se considerar o isolamento como referente a uma infeccédo pulmonar,
quando os microrganismos sao isolados em cultura pura ou em grandes quantidades

(HEWSON; VIEL, 2002).
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5.3 Resultados das analises de biopsia

Assim como observamos nos lavados traqueobrénquicos, nas biopsias
analisadas n&o ocorreu crescimento bacteriano negativo. Os microrganismos do
género Staphylococcus foram os mais isolados juntamente com os do grupo dos
coliformes (Tabela 2; Figura 2).

No entanto, também nao se deve assumir que o pulmdo seja um 6érgao
estéril. Ele deve, portanto, ser habitado de forma transitéria por microrganismos de
fontes enddgenas e exodgenas. Estudos baseados em culturas de fragmentos
pulmonares de cavalos submetidos a necropsia, relatam a presenca de
Staphylococcus spp coagulase negativa, E. coli, Bacillus spp e Pseudomonas sp
(BLUNDEN; MACKINTOSH, 1991).

Na presente pesquisa, colheu-se a biopsia das regides pulmonares mais
freqientemente acometidas por processos pneumdnicos, de origem aerogena, e
portanto, pode-se supor que a técnica empregada seja valida para diagnosticar a
maioria dos casos de pneumonia (HEWSON; VIEL, 2002).

Em ambas as situagbes, biopsia e lavado traqueal, observou-se um perfil
similar de espécies isoladas (Tabela 1; Tabela 2), com ocorréncia de cocos Gram-
positivos, coliformes e gram-negativos nao fermentadores da glicose em ambos. Nao
foi possivel, pelo numero de animais pesquisados, estabelecer comparagdes
estatisticas fidedignas entre os grupos de animais.

A diferencga principal entre o perfil microbioldgico traqueal e pulmonar, nesta
pesquisa, foi observada nas proporgdes de isolamentos de Gram-positivos e Gram-
negativos. Na cultura de biopsia pulmonar dos animais testados houve
predominancia de Gram-positivos, e na dos lavados traqueobrénquicos,

predominancia de Gram-negativos (Tabela 3; Figura 3). Observou-se também nas
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biopsias, o crescimento de alguns microrganismos anaerdbios estritos, como os
pertencentes ao género Clostridium sp, ausentes nos lavados.

N&o existem explicagbes plausiveis para estes dados e mais trabalhos
devem ser feitos para determinar a localizagao dos microrganismos Gram-positivos e
Gram-negativos no TR de equinos.

Em vista disso, a indicacdo das técnicas de biopsia para a avaliagao
microbiolégica, ainda merece mais estudos para dimensionar sua real utilidade. No
entanto, estas técnicas sdo de extrema importancia no diagnéstico complementar a
cultura de lavados traqueobrdnquicos ou broncoalveolares, indicando alteracdes
histopatolégicas importantes que denotam processos pulmonares inflamatérios e/ou
infecciosos, como também proporcionam comparacdo entre resultados
microbiologicos da biopsia e do lavado traqueal.

A necropsia de animais com quadros pulmonares e a avaliagcdo da
localizacdo das lesbes nos pulmdes, sugerem que muitos dos microrganismos
penetram nos pulmdes pelo simples efeito da gravidade, que consiste da aspiragéo
de elementos para o interior dos bronquiolos terminais e alvéolos (DIXON, et al.,
1995). Assim, na presente pesquisa, 0s microrganismos isolados das biopsias,
excluindo-se contaminacbdes de colheita, devem ter adentrado no pulmao desta
forma.

Em relacdo aos cocos gram-positivos, observou-se a ocorréncia do género
Staphylococcus com bastante frequéncia (31% das amostras), sendo obtidas duas
espécies coagulase-positivas: S. aureus e S. hycus, ambos com potenciais
patogénicos para desencadear processos pneumoénicos (RACKLYEFT; LOVE,

2000). As outras espécies tidas como coagulase negativas, S. carnosus, S. hominis,
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S. alerttae, conforme discutido anteriormente, tém menor potencial patogénico. O
género Micrococcus também foi observado nos isolamentos.

Outros cocos Gram-positivos isolados foram os pertencentes a microbiota
fecal (Enterococcus), obtidos em 6% das amostras pesquisadas. Isto indica que o
pulmdo pode se contaminar pelas via aérea anteriores, chegando esses
microrganismos juntos até as vias aéreas de menor calibre podendo causar
pneumonias e broncopneumonias. Este género ndo foi isolado dos lavados
traqueobrdonquicos, mas possui certo potencial patogénico para equinos, sendo
relatado em infeccbes como pericardite (BOLIN, et al.,, 2005). Ele pode ser
especialmente importante quando expressa multipla resisténcia a agentes
antimicrobianos (BOERLIN, et al., 2001).

O género Lactococcus € um coco Gram-positivo comumente presente em
alimentos lacteos fermentados e que pode, em rarissimas vezes se comportar como
microrganisnmo oportunista em infeccbes em seres humanos (MOFREDJ; et al,
2007). Sua presenca reitera a possibilidade de alimentos funcionarem como
contaminantes do TR. No presente trabalho este género foi observado em 3% das
amostras.

As espécies de Gram-negativos da microbiota fecal isoladas das amostras
de biopsia foram Escherichia coli e Enterobacter, com 3% e 11% de isolamentos,
respectivamente. Assim como nos lavados traqueobrénquicos, o0 género
Enterobacter predominou sobre os outros.

Trés espécies de nao-fermentadoras da glicose foram obtidas: Pasteurella
sp, Acinetobacter calcoaceticus-baumannii e Alcaligenes sp. Pasteurella sp foi o
unico agente isolado deste grupo, 6% dos isolamentos, assim como no lavado

traqueal.
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O género Acinetobacter, isolado em 8,5% das amostras desta pesquisa,
pode ser isolado do lume traqueal de equinos sadios (RACKLYEFT; LOVE, 1990), e
ja foi isolado da cavidade nasal de animais com infec¢cdes do trato respiratério
anterior (BOGUTA, et al, 2002). Sua importancia, assim como no caso de
Alcaligenes spp, também isolado do pulm&o de um dos animais, reside no fato de
serem agentes oportunistas que podem expressar multipla resisténcia a agentes
microbianos (MATHEWSON; SIMPSON, 1982; BOERLIN, et al., 2001).

A espécie Arcanobacterium pyogenes também foi isolada da biopsia
pulmonar, em 3% das amostras. Conforme discutido anteriormente, ela possui
potencial de provocar abscedagdes nos tecidos acometidos e sua capacidade de
provocar pneumonias nao deve ser desprezado.

Em 6% das culturas pulmonares avaliadas observou-se crescimento do
microrganismo Clostridium sp, sendo que este género de anaerobio estrito pode ser
isolado do lumen traqueal de equinos sadios (RACKLYEFT; LOVE, 1990). Como a
maioria dos agentes causadores de pneumonias nos equinos sao anaerébios
facultativos (RACKLYEFT; LOVE, 2000), os anaerdbios estritos ndo sdo comumente
envolvidos em patologias pulmonares de potros (HOFFMAN, et al., 1993a).

O ingresso de microrganismos anaerobios no TR de equinos pode ser
favorecido pela proximidade anatdbmica com as tonsilas oro-faringeanas, que
possuem em suas criptas ambiente propicio para albergar microrganismos
anaerdébios como Fusobacterium sp e Clostridium sp entre outros e de outros locais
da boca, que recebe um grande aporte de microrganismnos do ambiente (BAILEY,
et al., 1991).

Destaca-se em especial o isolamento de Clostridium tetani de uma das

amostras de biopsia pulmonar, agente identificado pela presenga caracteristica do
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esporo terminal na célula, capaz de desencadear o tétano nas espécies de
mamiferos (QUIN, et al., 2005). O C. tetani € comumente encontrado na microbiota
fecal dos equinos, que o adquirem a partir do ambiente contaminado (WILKINS, et
al., 1988), portanto, ndo é estranho que possam estar presentes no trato respiratério
dos equinos, a exemplo de outros microrganismos entéricos. O potencial de
provocar tétano caso se multplique no pulm&o dos animais €& desconhecido, a
despeito de teorias anedotarias sobre a ocorréncia do chamado “tétano interno”,
quando os microrganismos se multiplicariam no intestino e outros locais, sem que
ocorressem lesdes.

No presente estudo, a populacdo mais prevalente nas biopsias pulmonares
foram os anaerdbios facultativos (Tabela 5; Figura 5). Sua capacidade de
adaptacdo, bem como seu potencial patogénico para o TR dos equinos ja foi
discutida no tépico anterior.

Os mecanismos de eliminagdo de microrganismos do pulmao e da traquéia
diferem bastante. Enquanto na traquéia e brénquios ha importante papel da
presenca do muco, onde as particulas estranhas aderem, e dos movimentos ciliares
das células epiteliais, que retiram o material aderido para ser expelido, nas vias
aéreas de menores calibres e nos alvéolos a forma mais importante de protegcéo é
conferida pelos macrofagos alveolares, que eliminam particulas estranhas que ali
possam adentrar (BASKERVILLE, 1981). Se estas diferencas de mecanismos de
limpeza do aparelho respiratério influenciam na profundidade de penetracdo das

bactérias, é assunto de novo estudo.
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5.4 Comparacgao de resultados entre animais estabulados e a pasto

Tanto nas amostras de biopsia como nas de lavado traqueobrénquico dos
animais pesquisados, observou-se maior numero de espécies diferentes de
bactérias nos estabulados, em relagdo aos que estavam a pasto, discordando de
outras pesquisas que indicam que nos animais a pasto isola-se maior numero de
bactérias ambientais (SWEENEY; et al., 1985).

Isto pode significar que o local que o cavalo habita favorece mudancgas nos
padrbées de infecgdo do trato respiratério. Estas mudancgas podem ser norteadas por
fatores tais como: exposicdo dos animais a diferentes concentragbes de
microrganismos ambientais, ambiente que gera estresse que € capaz de prejudicar
mecanismos de depuracéo traqueal, poluicdo do ar e ventilag&o.

A exposicdo dos animais a diferentes concentracdes de microrganismos
presentes no ambiente pode gerar perfis microbiolégicos diferentes na composigcéao
da microbiota traqueal. Apesar do género Staphylococcus predominar sobre 0s
outros, observa-se que tanto nos animais estabulados quanto nos criados a pasto,
ocorreu uma tendéncia a predominéncia de microrganismos Gram negativos nas
amostras de biopsia e lavado traqueal, muitos destes comumente encontrados na
microbiota fecal do animal. E possivel que o micro-clima na baia influencie a
quantidade de microrganismos fecais inalados pelo cavalo, uma vez que a
ventilacdo é bem menor do que num ambiente aberto, como é o caso dos pastos.
Além disto, nos pastos, o material fecal em geral, ndo se encontra concentrado, e
sim disperso no ambiente e sofre agdo de agravos ambientais, como por exemplo,

radiacéo solar.
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Um dos agentes que tem grande papel na ocorréncia de aumento de
microrganismos no trato respiratério € o estresse. Muitas das pneumonias dos
equinos tém origem endogena, quando os agentes bacterianos isolados no TR
sobrepujam os mecanismos de defesa modificados pela liberagdo enddégena de
corticoides poés-estresse e estabelecem infecgdes no local. Em alguns outros
trabalhos demonstrou-se que o principal grupo de microrganismos que S&o
identificados no pulmé&o de equinos apds efeitos estressantes, como o transporte
prolongado, sdo membros do grupo das enterobactérias (RAIDAL, et al., 1997b).

Sem duvida fatores estressantes que reduzam os mecanismos de limpeza
traqueobrdnquicas, tém efeito exacerbador sobre o crescimento de microrganismos
presentes na traquéia. Estudos demonstram que animais submetidos a condi¢des
estressantes tém em média, aumentos de quatro fases logaritmicas na quantidade
de microrganismos no ambiente traqueal em um periodo de 24 horas (RAIDAL, et
al., 1995).

O estresse por sua vez pode ser induzido por mudangas ambientais. Nao &
possivel afirmarmos que os eqlinos estabulados no presente estudo estivessem em
condigbes mais estressantes que os equinos que estavam a pasto, mas sem duvida,
0S animais nas baias sao expostos a um numero maior de condi¢des insalubres, tais
como presenca de material fecal e urina em um ambiente pequeno e proximidade
com os tratadores que os manipulam com mais constancia.

O acumulo de gases poluentes como a amdnia, hidrocarbonetos, didéxido de
nitrogénio, mondxido de carbono, didxido de enxofre e outros que podem estar em
ambientes onde existam excesso de matéria organica, com é o caso das baias
podem prejudicar a limpeza promovida pelo sistema muco-ciliar do trato respiratorio

(PICKRELL, 1991; ARTE, et al., 2002).
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Deve-se levar em conta o ambiente em que o equino vive para interpretar de
forma mais fidedigna resultados de analises microbiologicas (ARTE, et al., 2002).
Ambientes estressantes, presenga de matéria organica concentrada em ambientes e
ventilagdo pobre podem modificar o perfil de microrganismos do TR de animais
estabulados ou mesmo a pasto. Assim, o isolamento de microrganismos
reconhecidamente saprofiticos com algum potencial patogénico pode representar

infecgbes pulmonares subclinicas ou em processos iniciais.

5.5 Importancia da microbiota do TR para o diagnéstico das pneumonias em
eqliinos

A presenca de inumeras espécies de microrganismos, tanto no pulmao como
na traquéia, indica que animais que sejam suspeitos de portarem afeccdes
pulmonares devem ser examinados com relagcdo ao lavado traqueobrénquico e
biopsia pulmonar com muito cuidado. As culturas positivas devem ser analisadas
conjuntamente com outros dados como histérico de fatores que possam predispor as
pneumonias, exame clinico e avaliacdo hematolégica e, se possivel, radiografias
pulmonares, identificar o problema e ndo sé o isolamento de patégenos pulmonares.

Quando de posse dos resultados de uma avaliagdo microbiolégica pulmonar,
o clinico deve estar atento a informagbes sobre o crescimento do agente suspeito
nos meios de cultura, tais como: ocorréncia da bactéria em abundancia ou escassez,
utilizacao de técnicas de enriquecimento que podem promover super-crescimento
bacteriano, a ocorréncia de microrganismos em cultura pura ou mista e o potencial
patogénico do agente isolado.

Existem diferengcas geograficas com relagdo a expectativa de espécies

bacterianas recuperadas de animais com pneumonias. Apesar disso, algumas
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especies como Streptococcus zooepidemicus, um Gram-positivo comumente
causador de pneumonia em equinos, € um dos mais isolados nos quadros onde ha
patologias estabelecidas (HOFFMAN, et al., 1993a; LAVOIE, et al., 1991; LAVOIE et
al, 1994; HOFFMAN, et al., 1993b; KOTERBA, 1990 ; LABONVILLE, et al., 2001 ;
ANON, 1978). Também se deve dar destaque para o isolamento positivo de
Pasteurella sp (WARD, et al., 1998; CHRISTLEY, et al., 2001).

Por outro lado os isolamentos de alguns microrganismos como
Staphylococcus spp e Acinetobacter spp a partir de lavados traqueobrdénquicos
foram associados a diminuicdo do risco de aparecimento de sinais clinicos
compativeis com pneumonias em equinos (NEWTON et al., 2003). O papel protetor
que as microbiotas de superficie exercem & bem conhecido no trato intestinal e na
pele (CHILLER, et al., 2001; MAGALHAES, et al., 2007), sendo provavel também
que esteja presente no lumen traqueal. Sdo necessarias, no entanto, mais pesquisas
para comprovar sua real importancia no TR.

Além de uma analise criteriosa do laudo microbiol6gico, o clinico deve estar
atento para eventos que possam predispor as deficiéncias imunoldgicas ou estresse,
culminando em pneumonias em cavalos, tais como: transporte, exercicio extenuante,
anestesia geral com decubito prolongado, cirurgia do trato respiratorio anterior,
secregdes respiratorias secundarias, trauma toracico penetrante, corpo estranho
traqueobronquial, hemorragia pulmonar, tratamento com corticosterdides, condi¢cdes
improprias de ventilagdo das baias, doencas debilitantes e septicemia (RACKLYEFT,
et al., 2000).

Um dos fatores de destaque € o exercicio extenuante, ou o exercicio que o
cavalo possa fazer de maneira a impulsionar por turbilhonamento do ar os

microrganismos da orofaringe para as vias respiratérias posteriores (RACKLYEFT, et
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al., 2000). Animais com este historico devem ser avaliados com cuidado, pois podem
ter aumento dos microrganismos presentes no lume traqueal, associado com
pequenas hemorragias pulmonares, desencadeadas pelo esforgo fisico.

Eqlinos com doenga crbénica pulmonar, em particular, com doenca
obstrutiva, frequentemente tém grandes quantidades de bactérias gram-negativas no
trato respiratorio, normalmente acompanhado de secrecéo traqueal mucopurulenta
(NUYTTEN, et al., 1983; DIXON, 1992; TRAUB-DARGATZ, et al., 1992). Entretanto,
estas bactérias aparentemente sdo comensais sem grande significancia e
desaparecem quando a doenga pulmonar é tratada (DIXON, 1992), embora as vezes

seja necessario o uso de antibioticoterapia.
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e As técnicas de lavado traqueobrbénquico e biopsia pulmonar permitem
avaliar qualitativamente a microbiota traqueal e pulmonar de equinos sadios;

e O perfil microbioléogico do trato respiratorio posterior de equinos na
presente pesquisa é composto por agentes gram-positivos, com destaque para o
género Staphylococcus e por agentes gram-negativos, com destaque para o género
Enterococcus;

e Muitos dos agentes isolados do trato respiratorio posterior de equinos
sadios tém potencial patogénico para desencadear infec¢cdes, caso fatores
prediponentes estejam presentes;

e Animais estabulados possuem microbiota do trato respiratério posterior
mais heterogénea do que animais a pasto;

e Pelo fato de existir muitos agentes com potencial patogénico no trato
respiratorio posterior de equinos sadios, os resultados de exames microbiologicos,
deste aparelho, com suspeita de infeccdo devem ser interpretados com cautela e

consubstanciados com outros exames auxiliares.
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Resumo

As diferentes condi¢des de estabulagdo podem influenciar a microbiota do trato respiratorio
de eqiiinos higidos e consequentemente o desenvolvimento de afec¢des pulmonares nestes
animais. O diagnostico etioldgico de afeccdes do sistema respiratorio em eqiiinos pode ser
obtido mediante realizagdo de lavado traqueobronquial e de biopsia pulmonar. O presente
estudo objetivou avaliar qualitativamente a microbiota traqueobronquial ¢ pulmonar de
equiinos higidos submetidos a diferentes manejos de estabula¢do. Foram utilizados 18 eqiiinos
higidos, adultos, da ragca quarto-de-milha, machos, oriundos do rancho Quarto-de-milha de
Presidente Prudente, distribuidos em dois grupos de nove animais: Grupol (mantidos
integralmente em regime extensivo, permanecendo em piquete); Grupo2 (mantidos
integralmente em regime intensivo permanecendo em baia e saindo apenas para a lida). Os
lavados traqueobronquicos foram colhidos instilando-se solucdo fisioldégica no lume
traqueobronquial por meio de catéteres intravenosos (14G x 30 cm). As bidpsias pulmonares
foram colhidas utilizando-se agulhas tru-cut semi-automaticas (16G x 20cm). Os materiais
colhidos foram submetidos a cultura microbiologica. Nao foram observadas complicag¢des
durante as técnicas empregadas. Todos os animais estudados apresentaram cultura positiva
para pelo menos uma espécie bacteriana nos lavados traqueobronquicos. Em quase 40% dos
lavados foram isolados grupos de cocos gram-positivos, sendo o género predominante
Staphylococcus. Dentre o grupo dos gram-negativos prevaleceram os que pertencem a familia
Enterobacteriaceae. Nas biopsias analisadas tembém ndo houve crescimento negativo. Dentre
os gram-positivos o género predominante foi o Staphylococcus. As espécies de gram-
negativos mais isoladas foram Escherichia coli e Enterobacter. Nas duas técnicas de colheita
(biopsia e lavado) observou-se um maior numero de espécies bacterianas nos isolamentos dos

animais estabulados, em relagdo aos que estavam a pasto.

Palavras-chave: eqiiinos, biopsia pulmonar, lavado traqueobrdnquico.
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Abstract

The differences in stabling conditions may influence the microbiota in airway of healthy
horses, and consequently result changes in airway infections. Diagnosis of airway affections
may be reach by using tracheobronchial (TB) wash and pulmonary biopsy as well. The aim of
this study was to evaluate the pulmonary and TB microbiota in healthy horses submitted to
different stabling. Eighteen healthy adult male quarterhorses were distributed in two groups:
Group 1 (nine animals maintained in extensive regimen); and Group 2 (nine animals kept in
stall conditions). The washes were carried out using physiologic solution in TB lumen
through the intravenous catheter (14G x 30 cm). Pulmonary biopsies were collected using
semi-automatic Tru-cut needles (16G x 20 cm). The material collected was submitted to
microbiological culture. No trickiness was observed in the animals. At least one species of
bacteria grown in wash tracheal culture in the horses studied. In 38.5% out of the washes were
isolated Gram-positive coccus, predominantly Staphylococcus. Escherichia coli and
Enterobacter were isolated in 3% and 11%, respectively. The culture of airway in stabling
animals showed a higher number of isolates in both wash and biopsy techniques comparing to

the horses kept in extensive regimen.

Key words: equine, lung biopsy, tracheobronchial washes
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Introducio

A capacidade respiratdria tem grande importancia em cavalos atletas e sua redug@o
promove um declinio significativo no desempenho do animal em provas. As principais causas
desta redugdo s@o os processos inflamatorios e/ou infecciosos.

Apesar das técnicas de diagndstico por imagem serem uteis na localizagdo do
processo clinico, nem sempre fornecem um diagndstico etiolégico (ETTINGER; FELDMAN,
1995). Analises de amostras colhidas do trato respiratorio posterior (TRP) sdo importantes na
pesquisa etioldgica (NELSON; COUTO, 1998), principalmente a avaliagdo citoldgica e
microbiologica (ETTINGER; FELDMAN, 1995). A compreensdo do mecanismo da doenga e
determinagdo da existéncia ou ndo de processos infecciosos fornece direcionamento na terapia
a ser instituida (HAWKINS, 1995).

O lavado traqueobronquico ¢ comumente utilizado na rotina clinica para obtencdo de
fluidos presentes no TRP de eqiiinos com problemas respiratdrios. Outra técnica importante,
porém pouco utilizada, para avaliar pneumonias bacterianas em eqliinos ¢ a analise
microbioldgica de fragmentos dos tecidos pulmonares colhidos por bidpsia. Esta técnica ¢
considerada 1til nos casos de pneumonias difusas (MANSMANN; KNIGHT, 1972) e
pneumonias focais (RILEY, et al., 1992).

Os processos infecciosos do trato respiratdrio dos eqiiinos s@o enfermidades
provocadas, principalmente, por virus e bactérias (WILKINS, 2003). Nos casos em que o
tratamento destas infec¢des ndo ¢ estabelecido antes de 24 horas, o progndstico da
enfermidade ¢é reservado (RAKLYEFT; LOVE, 2000).

Os microrganismos que afetam o trato respiratorio dos eqiiinos podem ser adquiridos
de fontes exdgenas, mediante o convivio com animais portadores, e a partir de fontes
endogenas, como 0s microrganismos que habitam a orofaringe. As bactérias da orofaringe
podem colonizar o lume traqueobronquial e subseqiientemente, os pulmdes, estabelecendo um
quadro de pneumonia ou pleuropneumonia (RAIDAL, et al., 1995). Outro fator considerado
importante ¢ o exercicio fisico intenso, que pode exacerbar clinicamente, processos
infecciosos pulmonares previamente estabelecidos, o que ja foi observado em infecgdes pelo
influenza virus (GROSS, et al., 1998). O exercicio também afeta eqiiinos com historico de
infeccdes pulmonares pregressas, levando ao recrudescimento dos quadros infecciosos
(FREEMAN, et al., 1993).

Entre as bactérias aerobias isoladas do lume traqueobronquial eqiiino, alguns géneros
sdo citados com freqiiéncia, como Streptococcus alfa e beta-hemolitico, Pasteurella
multocida, Mannheinmia haemolitica, Actinobacillus sp, Bacillus sp, Actinomicetos,
Micrococcus sp, Staphylococcus sp, Escherichia coli, Acinetobacter sp, Proteus sp,
Bordetella sp e Pseudomonas sp (DARIEN, et al., 1990; RAIDAL, et al., 1997a). Observam-
se também os géneros bacterianos relatados em lesdes abscedantes pulmonares como
Rhodococcus equi (LAVOIE, et al., 1994).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar qualitativamente a microbiota traqueal e
pulmonar de eqiiinos higidos submetidos a dois regimes de criagao.
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Material e Métodos

Foram avaliados eqiiinos machos da raga Quarto-de-milha, com idade média de oito
anos (variando de 5 a 15 anos), cujo perfil atlético era de competidores de prova de tambor,
com treinamento diario em dois periodos, manhd (aquecimento e alongamento) e tarde
(treinamento funcional). Os animais foram divididos em dois grupos: Grupol; mantidos em
regime extensivo, permanecendo em piquete e saindo apenas para o treinamento; Grupo 2;
mantidos integralmente em regime intensivo permanecendo em baia e saindo apenas para o
treinamento.

Todos os animais foram alimentados durante o experimento com racdo comercial,
feno de “coast-cross” e suplemento mineral.

A avaliacdo clinica foi realizada conforme descrito por SPEIRS (1999). Inspecao da
mucosa oral, ocular e nasal, avaliando-se colora¢do e tempo de preenchimento capilar;
presenca ou auséncia de corrimento nasal; palpacdo dos linfonodos submandibulares e pré-
escapulares; auscultagdo da traquéia e pulmodes; percussdo da area pulmonar e seios nasais;
mensuragdo das freqii€ncias respiratoria e cardiaca; e aferi¢ao da temperatura retal.

Foram realizados exames laboratoriais, incluindo:

* hemograma: o sangue da veia jugular foi colhido em trés momentos (MO: 7 dias
antes das colheitas do lavado traqueobronquico e bidpsia pulmonar; M1: no dia das colheitas;
M2: 7 dias ap6s as colheitas);

» lavado traqueobrdonquico: a técnica utilizada foi a transtraqueal conforme
descri¢do de Orsini; Kreuder (2000). Uma area (10 cm®) da pele, localizada no ter¢o médio da
traquéia foi cirurgicamente preparada. Uma seringa de 60 ml foi acoplada ao cateter (I-Cath
14) e em seguida injetou-se 40 ml de solugdo fisiologica no lume traqueal. O fluido resultante
foi imediatamente aspirado e encaminhado sob refrigeragdo para realizacdo de andlise
microbioldgica nos Laboratdrios do Hospital Veterinario da Unoeste;

» biopsia Pulmonar: realizada conforme a técnica descrita por Speirs (1999) com
algumas modifica¢des. Uma drea (10 cm?) de pele, localizada no sétimo ou oitavo espaco
intercostal e 8 cm acima de uma linha horizontal que passa pela articulacdo escapulo-umeral,
foi preparada com antissepsia rigorosa, apds prévio botdo anestésico com 5 mL de cloridrato
de lidocaina sem vasoconstrictor. Em seguida, uma agulha 30 x 22 mm, que funcionou como
mandril, foi introduzida na pele e musculatura intercostal para que ndo houvesse friccdo da
agulha de biopsia com a pele e musculatura. Posteriormente a agulha de biopsia, tipo Tru-cut
semi-automatica, foi introduzida na cavidade toracica, e apos penetrar cuidadosamente no
pulmao, a bidpsia foi colhida. Repetiu-se este procedimento uma vez em cada pulmao dos
animais selecionados, sendo os fragmentos encaminhados para analise microbioldgica nos

Laboratdrios do Hospital Veterindrio da Unoeste.
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= Analise bacteriologica:

Cultura do lavado traqueobrénquico: as amostras de lavado foram semeadas por
plaqueamento diferencial em trés placas contendo agar-sangue enriquecido com 10% de
sangue ovino desfibrinado e trés placas contendo dgar MacConkey. As placas semeadas foram
divididas equitativamente para serem incubadas em aerobiose, anaerobiose € microaerofilia a
37°C por 72 horas. As colOnias bacterianas isoladas classificadas segundo suas caracteristicas
morfo-tinturiais e bioquimicas (QUINN, et al., 1994).

Cultura da biopsia pulmonar: as amostras de biopsia pulmonar foram semeadas
em tubos contendo caldo cérebro-coragdo. Os tubos semeados foram incubados em aerobiose,
anaerobiose e microaerofilia por dois a sete dias na temperatura de 37° C. Dos caldos que
apresentaram turvagdo evidente, retirou-se uma pequena aliquota que foi semeada por
esgotamento em uma placa de Petri contendo dgar-sangue e outra contendo dgar MacConkey.
As colonias isoladas foram analizadas quanto suas caracteristicas morfotinturias e

bioquimicas, permitindo sua classificagdo (QUINN et al., 1994).




MW—WO&@@W 94

Resultados e Discussio

Os resultados das culturas microbioldgicas dos lavados traqueobronquicos e das
biopsias de pulmio estdo descritos na tabela 1 e grafico 1, e tabela 2 e grafico 2,
respectivamente.

Todos os animais estudados apresentaram cultura positiva para pelo menos uma
espécie bacteriana nos lavados traqueobronquicos. Estes patamares sdo proéximos aos niveis
maximos observados por outros pesquisadores, que concluiram que 32% a 92% dos eqiiinos
apresentam o isolamento de pelo menos uma espécie bacteriana (NUYTTEN, et al, 1983;
CRANE, et al. 1989; HOFFMAN, 1993¢c; WHITWELL; GREET, 1984).

A microbiota traqueobronquial observada no presente estudo (tabela 1; figura 1) ¢
similar a encontrada por outros pesquisadores, que observaram a ocorréncia de cocos gram-
positivos e enterobactérias e algumas espécies de gram-negativos ndo-fermentadores da
glicose. Em um estudo utilizando cateter endotraqueal revestido de protecdo pléstica para
colher amostras de secre¢do traqueal, via endoscopio, em trinta poneis, visando cultura
microbiologica, foram 1isolados: Actinobacilus equuli, Streptococcus zooepdemicus,
Streptococcus equi, Pasteurella sp, Pseudomonas sp, Escherichia coli, Streptococcus do
grupo alfa-hemolitico, Bacilus spp, Acinectobacter, Staphylococcus spp, Entereobacter spp e
Moraxela spp. Esse estudo sugere a predomindncia de bactérias gram-positivas na microbiota
traqueobronquial de eqiiinos normais, especialmente os do grupo Streptococcus. Entre os
gram-negativos, o Actinobacilus e a E. coli predominam (DARIEN, et al., 1990).

Pela observagdo da (tabelal; figura 1), nota-se que nos lavados, em quase 40% dos
animais foram isolados grupos de cocos gram-positivos, representados pelos géneros
Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus e Micrococcus. Todos estes géneros sio
relatados como causadores de pneumonia em eqiiinos (RACKLYEFT; LOVE, 2000).

O género predominante entre 0s cocos gram-positivos foi o Staphylococcus,
representando 16% dos isolamentos. O S. aureus foi o Unico coagulase-positivo, e ja foi
isolado de processos pneumoénicos de eqiiinos com choque toxico (HOLBROOK, et al.,
2003), abscessos pulmonares (LAVOIE, et al., 1993) e botriomicoses pulmonares (MILLER,
etal., 2001).

Outro grupo de microrganismos observados foram os bastonetes gram-negativos,
especialmente os que pertencem a familia Enterobacteriaceae, como € o caso de Enterobacter
agglomerans, Enterobacter cloacae, Enterobacter ssp, Hafnia alvei, Escherichia coli e
Shigella spp. Eles provavelmente chegam ao ter¢o final da traquéia através dos circuitos
naturais de respiracdo do animal, levados pelo turbilhonamento do ar nas vias respiratorias,
portanto, pode-se considerar comum o aparecimento de microrganismos do grupo dos
coliformes fecais de forma, ainda que transitoria, no lume traqueobronquial dos eqjiiinos.

Considerando-se este ultimo grupo de microrganismos, destaca-se o género

Enterobacter como predominante, pois foi isolado em 21% das amostras. Este género é
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referido como comum na microbiota traqueobronquial (DARIEN, et al., 1990) e nasofaringe
eqiina (HOQUET, et al., 1985), porém pode ocasionar processos pneumonicos em cavalos
(LAKRITZ, et al., 1993; FEY E SCHMID, 1995). O Enterobacter sp ¢ possivelmente um
agente oportunista nestas situagdes. Um dos fatores de viruléncia importantes para esta
espécie ¢ a presenca de capsula de natureza mucopolissacaridica e que em algumas situagdes
permite a bactéria resistir a fagocitose (PLATT, et al., 1976).

A Escherichia coli pode estar comumente presente na traquéia de eqliinos sadios
(MANNSMAN, 1976; DARIEN, et al., 1990). No presente trabalho foi isolada em 12% das
analises. Como ndo foram testadas as suas caracteristicas de patogenicidade, ndo € possivel
afirmar que sejam espécies patogé€nicas. Em geral os virotipos associados a capacidade de
desencadear processos infecciosos extra-intestinais em animais S30 0s necrotoxigénicos
(POHL, et al., 1993). As pneumonias em eqiiinos por esta espécie bacteriana podem ser
severas (RAPHEL; BEECH, 1982) e assim como no caso do Enterobacter sp, a Escherichia
coli pode atuar como oportunista (MAIR, 1996).

Outra bactéria gram-negativa isolada de lavados traqueobronquicos, em 9,5% das
amostras, mas ndo pertencente a microbiota entérica dos animais é a Pasteurella sp. Uma das
espécies deste género, capaz de causar processos pneumoOnicos secundarios em eqiiinos
submetidos a transporte prolongado ¢é a P. caballi (HAYAKAWA, et al., 1993). O género ¢
comum na microbiota traqueobronquial de eqiiinos (DARIEN, et al., 1990), e possivelmente
representa um dos microrganismos comensais deste sitio anatdmico com maior potencial de
provocar infec¢des oportunistas.

Possivelmente os microrganismos observados no presente estudo, estdo em
condi¢des de equilibrio, ou seja, as populacdes se mantém estaveis em reflexo aos
mecanismos de depuragdo do trato respiratorio dos eqiiinos. As pneumonias dos animais
devem se desenvolver, portanto, quando condi¢gdes conseguem romper este mecanismo de
equilibrio (RACKLYEFT; LOVE, 2000). Mais adiante, tais aspectos serdo discutidos em
maior detalhe.

Em 2% das amostras dos isolamento de lavados traqueobronquicos foi observado o
actinomiceto Arcanobacterium pyogenes, espécie responsavel por diversas enfermidades de
carater supurativo em animais pecudarios (JOST; BILLINGTON, 2005).

O género Pseudomonas foi obtido em 5% das amostras. Esta bactéria estd presente
em diversas formas de infec¢des na espécie eqiiina, sendo um agente comumente presente em
matéria organica ambiental, inclusive agua (PEROTTI, et al., 2005).

Outro microrganismo € o Actinobacillus equuli (WARD, et al., 1998), e sua presenga
no lume traqueobronquial ¢ associada a aumento do risco de infec¢des clinicas pulmonares
em eqiiinos (NEWTON, et al., 1997).

Assim como se observou nos lavados traqueobrdnquicos, nas biopsias analisadas nio

houve crescimento negativo. Os microrganismos do género Staphylococcus foram os mais
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isolados juntamente com os do grupo dos coliforme (Tabela 2; Figura 2). Apesar de todas as
normas preconizadas de antissepsia e assepsia durante a técnica de colheita de bidpsia terem
sido rigorosamente obedecidas, ndo se pode afirmar que todos os microrganismos isolados sdo
do pulmaio, pois podem ser contaminantes de colheita que exacerbaram seu crescimento pelas
técnicas de enriquecimento bacterioldgico empregadas.

Como o presente trabalho ndo primou por colher amostras de bidpsias de varios
pontos do pulmio de eqiiinos, ndo € possivel afirmar que as bactérias se distribuiam de
maneira similar em todas as por¢des anatdmicas deste 6rgdo. Porém, acredita-se que pelo fato
da regido estudada na presente pesquisa ser a mais frequentemente acometida por processos
pneumonicos de origem aerogena pode-se supor que a técnica empregada seja valida para
diagnosticar a maioria dos casos de pneumonia (HEWSON; VIEL, 2002).

Em vista disso, a indicagdo das técnicas de biopsia para a avaliagdo microbiologica,
ainda merece mais estudos, no entanto, estas técnicas sdo de extrema importancia no
diagnéstico complementar a cultura de lavados traqueobronquicos ou broncoalveolares,
indicando alteragdes histopatologicas importantes que além de servir para diagndstico de
processos pulmonares inflamatorios e/ou infecciosos, proporcionam a comparagdo entre
resultados microbiologicos da bidpsia e do lavado traqueobronquico.

A necropsia de animais com quadros pulmonares e a avaliacdo da localizagdo das
lesdes nos pulmdes, sugerem que muitos dos microrganismos penetram nos pulmdes pelo
simples efeito da gravidade, que consiste da aspira¢do de elementos para o interior dos
bronquiolos terminais e alvéolos (DIXON, et al., 1995). Assim, na presente pesquisa, 0s
microrganismos isolados das biopsias, excluindo-se contaminacdes de colheita, devem ter
adentrado no pulméao desta forma.

Em relagdo aos cocos gram-positivos, observou-se a ocorréncia do género
Staphylococcus sp com bastante freqii€ncia (31% das amostras), sendo obtidas duas espécies
coagulase-positivas: S. aureus e S. hycus, ambos com potencial patogénico para desencadear
processos pneumodnicos (RACKLYEFT; LOVE, 2000). As outras espécies coagulase
negativas, S. carnosus, S. hominis, S. alerttae t€m menor potencial patogénico. O género
Micrococcus também foi isolado.

Outros cocos gram-positivos isolados foram os pertencentes a microbiota fecal
(Enterococcus sp), obtidos em 6% das amostras pesquisadas. Isto indica que o pulmao ¢
exposto a microrganismos fecais, possivelmente de maneira similar a traquéia. Este género
ndo foi isolado dos lavados traqueobronquicos, mas possui certo potencial patogénico para
eqiiinos, sendo relatado em infec¢des como pericardite (BOLIN, et al., 2005). Ele pode ser
especialmente importante quando expressa multipla resisténcia a agentes antimicrobianos
(BOERLIN, et al., 2001).
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O género Lactococcus é um coco gram-positivo e sua presenga reitera a possibilidade
de alimentos influenciarem na composi¢do da microbiota do TR. No presente trabalho este
género foi observado em 3% das amostras.

As espécies de gram-negativos fecais isoladas das amostras de biopsia foram
Escherichia coli e Enterobacter, com 3% e 11% de isolamentos, respectivamente. Assim
como nos lavados traqueobrdnquicos, a o género Enterobacter predominou sobre os outros.

Trés espécies de ndo-fermentadoras da glicose foram obtidos: Pasteurella sp,
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii e Alcaligenes sp. A Pasteurella sp foi o Gnico agente
deste grupo isolado (6% dos isolamentos) assim como no lavado traqueobronquico.

O género Acinetobacter, isolado em 8,5% das amostras desta pesquisa, pode ser
isolado do lume traqueobronquial de eqiiinos sadios (RACKLYEFT; LOVE, 1990), e ja foi
isolado da cavidade nasal de animais com infec¢des do trato respiratdrio anterior (BOGUTA,
et al, 2002). Sua importancia, assim como no caso de Alcaligenes spp, reside no fato de serem
agentes oportunistas que podem expressar multipla resisténcia a agentes microbianos
(MATHEWSON; SIMPSON, 1982; BOERLIN, et al., 2001).

A espécie Arcanobacterium pyogenes também foi isolada da biopsia pulmonar, em
3% das amostras, e pode provocar abscedacdes nos tecidos acometidos. Como no animal onde
este agente foi positivamente identificado ndo possuia altera¢des leucocitarias, ¢ possivel que
estivesse transitoriamente no pulmdo, porém seu potencial patogénico para provocar
pneumonias nio deve ser desprezado.

Em 6% das culturas pulmonares avaliadas observou-se crescimento do
microrganismo Clostridium sp, sendo que este género de anaerobio estrito pode ser isolado do
limen traqueobronquial de eqiiinos sadios (RACKLYEFT; LOVE, 1990). Como a maioria
dos agentes causadores de pneumonias nos eqiiinos s3o anaerdbios facultativos
(RACKLYEFT; LOVE, 2000), os anaerdbios estritos ndo sdo comumente envolvidos em
patologias pulmonares em potros (HOFFMAN, et al., 1993a).

O ingresso de microrganismos anaerdbios no TR de eqiiinos pode ser favorecida pela
proximidade anatémica com as tonsilas faringeanas, que possuem em suas criptas ambiente
propicio para albergar microrganismos anaerobios como Fusobacterium sp e Clostridium sp
pis a boca que recebe um grande aporte de microrganismos do ambiente (BAILEY, et al.,
1991).

O Clostridium tetani ¢ comumente encontrado nas fezes dos eqiiinos, que o
adquirem a partir do ambiente contaminado (WILKINS, et al., 1988), portanto, ndo ¢ estranho
que possam estar presentes no trato respiratorio dos eqiiinos, a exemplo de outros
microrganismos entéricos. O pontencial de provocar tétano caso se multplique no pulméao dos
animais ¢ desconhecido, a despeito de teorias anedotarias sobre a ocorréncia do chamado
“tétano interno”, quando os microrganismos se multiplicariam no intestino e outros locais,

sem que ocorressem ferimentos.
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Enquanto na traquéia hd um importante papel da presenca do muco, onde as
particulas estranhas aderem, e dos movimentos ciliares das células epiteliais, que retiram o
material aderido para ser expelido, na regido mais profunda do pulmio, a forma mais
importante de protecdo é conferida pelos macrofagos alveolares, que eliminam particulas
estranhas que ali possam adentrar (BASKERVILLE, 1981). Os fragmentos das biopsias
amostraram somente as vias aéreas de menos calibre, alvéolos ¢ scus tecidos de sustentacdo.
As diferencas nestes mecanismos de depuracdo podem, eventualmente, resultar em diferencas
no perfil microbiano encontrado nestes sitios anatomicos.

Tanto nas amostras de bidpsia como nas de lavado traqueobronquico dos animais
pesquisados na presente pesquisa observou-se um maior numero de espécies diferentes de
bactérias nos estabulados, em relacdo aos que estavam a pasto, discordando de outras
pesquisas (SWEENEY; et al., 1985). A exposi¢cdo dos animais a diferentes concentragdes de
microrganismos ambientais, o ambiente que gera estresse que ¢ capaz de prejudicar
mecanismos de depuragdo traqueal, a polui¢do do ar e a ventilacdo, sd0 mecanismos que
podem aumentar a contaminacdo do aparelho respiratorio dos animais por bactérias
ambientais.

Apesar do género Staphylococcus predominar sobre os outros, observa-se que tanto
nos animais estabulados quanto nos criados a pasto ocorreu uma tendéncia a predominancia
de microrganismos Gram negativos nas amostras de biopsia e lavado traqueal, muitos destes
comumente encontrados nas fezes destes animais.

Um dos agentes que tem grande papel na ocorréncia de aumento de microrganismos
no trato respiratdrio € o estresse. Muitas das pneumonias dos eqiiinos tém origem endogena,
quando os agentes microbiologicos sobrepujam os mecanismos de defesa do TR, modificados
pela liberagdo de corticoides pos-estresse predispondo infecgdes no local. Em alguns outros
trabalhos demonstrou-se que o principal grupo de microrganismos isolados no pulmio de
eqiiinos apds efeitos estressantes, como o transporte prolongado, sio membros do grupo das
enterobactérias (RAIDAL, et al., 1997b).

O actimulo de gases poluentes como a amonia, hidrocarbonetos, didéxido de
nitrogénio, monoxido de carbono, didxido de enxofre e outros que podem estar em ambientes
onde exista excesso de matéria organica, como ¢ o caso das baias, podem prejudicar a limpeza
promovida pelo sistema mucociliar do trato respiratorio (PICKRELL, 1991; ARTE, et al.,
2002).

Deve-se levar em conta o ambiente em que o eqiiino vive para interpretar de forma
mais fidedigna resultados de analise microbioldgicas (ARTE, et al., 2002). Ambientes
estressantes, presenga de matéria organica concentrada em ambientes e ventilagdo pobre
podem modificar o perfil de microrganismos do TR de animais estabulados ou mesmo a

pasto.
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A presenca de inumeras espécies de microrganismos, tanto no pulmdo como na
traquéia, indica que animais que sejam suspeitos de portarem afecgcdes pulmonares devem ser
examinados com relagdo a lavado traqueobronquico e biopsia pulmonar com muito cuidado.
As culturas positivas devem ser analisadas conjuntamente com outros dados como histérico
de fatores que possam predispor as pneumonias, exame clinico e avaliagdo hematoldgica e, se
possivel, radiografias pulmonares. Além do potencial patogénico do microrganismo.

Existem diferencas geograficas com relagdo a expectativa de espécies bacterianas
recuperadas de animais com pneumonias. Apesar disso, algumas espécies como Streptococcus
zooepidemicus, um Gram positivo comumente causador de pneumonia em eqiiinos, ¢ um dos
mais isolados nos quadros onde ha patologias estabelecidas (HOFFMAN, et al., 1993a;
LAVOIE et al, 1994; HOFFMAN, et al., 1993b; KOTERBA, 1990 ; LABONVILLE, et al.,
2001 ; ANON, 1978). Também deve-se dar destaque para um isolamento positivo de
Pasteurella sp (WARD, et al., 1998; CHRISTLEY, et al., 2001).

O isolamento de Staphylococcus spp e Acinetobacter spp a partir de lavados
traqueobronquicos foram associados a diminuic¢do do risco de aparecimento de sinais clinicos
compativeis com pneumonias em eqiiinos (NEWTON et al., 1997).

Além de uma analise criteriosa do laudo microbioldgico, o clinico deve estar atento
para eventos que possam predispor as deficiéncias imunoldgicas ou estresse, culminando em
pneumonias em cavalos, tais como: transporte, exercicio extenuante, anestesia geral com
decubito prolongado, cirurgia do trato respiratdrio anterior, trauma toracico penetrante, corpo
estranho traqueobronquial, hemorragia pulmonar, tratamento com corticosteroides, condigdes
improprias de ventilagdo das baias, doengas debilitantes e septicemia (RACKLYEFT, et al.,
2000).
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Conclusdes

Diante das condigdes experimentais deste estudo pode-se concluir que as técnicas de
lavado traqueobronquico e bidpsia pulmonar permitem avaliar a microbiota traqueobronquial
e pulmonar de eqiiinos sadios. O perfil microbiologico do trato respiratdrio posterior de
eqiiinos estabulados ¢ mais heterogéneo do que animais a pasto. De forma geral, o TRP ¢
composto por agentes gram-positivos, com destaque para o gé€nero Staphylococcus e por
agentes gram-negativos, com destaque para o género Enterococcus, sendo que muitos destes
agentes tém potencial patogénico para desencadar infec¢des, caso fatores prediponentes
estejam presentes. Dessa forma, os resultados de exames microbioldgicos com suspeita de
infeccdo devem ser interpretados com cautela e consubstinciados com outros exames

auxiliares.
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Figura 1 - Perfil microbiolégico de amostras de lavado traqueobronquico colhidas em 18 eqiiinos mantidos sob diferentes regimes de

manejo.
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Figura 2 - Perfil microbioldgico de amostras de biopsia pulmonar colhidas em 18 eqiiinos mantidos sob diferentes regimes de manejo.
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