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In the study of infection and inflammatory mechanisms of the lower respiratory tract,
the unknown dilution of tracheobronchial wash samples is a serious problem for interpretation
of the measured concentrations of various substances. The range of dilution in a true
clinical situation was investigated with the goal to determine the validity of using urea
dosage in tracheobronchial wash to correct the dilution. The study samples consisted of
tracheobronchial wash specimens from 7 foals with Rhodococcus equi infection. Total
and differential cell counts were made and compared with clinical status and bacterial
recuperation of all samples. The dilution factors of the nasal lavage specimens varied
between 14.3 and 130 (median 59.7). The use of urea as a dilution mark improves the
accuracy of quantifying total cell concentration in washes. These findings suggest that
the most common current practice of meansuring substances in tracheobronchial wash,

without correction for the dilution, may induce to false conclusions.

INDEX TERMS: Rhodococcus equi, foal, tracheobronchial wash, urea, dilution factors.

RESUMO.- No estudo das infec¢des e dos mecanismos
inflamatorios do trato respiratério posterior, a diluicao des-
conhecida de amostras de lavados traqueobrénquicos leva
a um grave problema na interpretacdo das concentracdes
de varias substancias. Foi investigada a amplitude da di-
luicdo em uma situacao clinica verdadeira, com o objetivo
de determinar a validez do uso da dosagem da ureia em
lavados traqueobrénquicos para correcao da diluicdo. As
amostras do estudo consistiram em lavados traqueobrén-
quicos obtidos de sete potros com infeccao por Rhodo-
coccus equi. Foi realizada a contagem celular total e dife-
rencial e comprado com o quadro clinico e a recuperacao
bacteriana de todas as amostras. Os fatores de diluicao
dos lavados variaram entre 14,3 e 130 (média 59,7). O uso
da ureia como marcador de diluicdo melhorou a exatidao
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na determinacao da concentracdo total de células nos la-
vados. Estes resultados sugerem que a pratica de mensurar
substancias em lavado traqueobrénquico sem correcao da
diluicéo possa induzir a falsas conclusdes.

TERMOS DE INDEXACAQ: Rhodococcus equi, potro, lavado
traqueobronquico, ureia, fatores de diluicéo.

INTRODUCAO

A enfermidade respiratédria mais frequente em potros de um
a cinco meses de idade é a broncopneumonia piogranulo-
matosa causada pela bactéria Rhodococcus equi, estando
associada a mortalidade de potros em todo o0 mundo € a
prejuizos devidos principalmente ao insatisfatério desem-
penho atlético dos animais, quando adultos. Diferentes téc-
nicas vém sendo utilizadas para o diagnéstico da rodococo-
se; entre elas, os testes soroldgicos, que tém eficiéncia
questionada. Durante muito tempo, o diagndstico definitivo
foi realizado pela cultura microbioldgica combinada com o
exame citolégico do lavado traqueobrénquico (LTB), mas,
hoje, as técnicas moleculares para a detecgéo do R. equi
em lavados brénquicos de potros representam um avanco
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para o diagnostico laboratorial da doenga (Sellon et al. 1997),
sendo o teste da reagao em cadeia da polimerase (PCR)
rapido, sensivel e especifico (Monego 2008). Porém, se-
gundo Giguere et al. (2003), para a realiza¢édo do diagndsti-
co definitivo dessa enfermidade é necessario relacionar o
estado clinico dos animais, os achados citoldgicos e o iso-
lamento de R. equi, tanto pelo cultivo da bactéria como pela
técnica de PCR a partir do LTB, ja que o animal pode ser
apenas um portador do micro-organismo.

O LTB é uma técnica intensamente utilizada na medi-
cina veterinaria desde a década de 70, quando foi adap-
tada por Mansmann & Knight (1972) e Beech (1975) com
objetivo de obtencao de conteudo de secre¢des das vias
aéreas posteriores. Apesar de o LTB ser uma técnica
simples, que pode ser realizada a campo, com baixo custo
(Beech 1991) e seguranca para coleta de componentes
celulares e moleculares do pulmao, a quantidade de flui-
do que retorna pode ser variavel. Essa variagao limita a
interpretacdo da mensuragéo do soluto e a comparacao
entre lavados (Dargaville et al. 1999). Portanto, uma subs-
tancia que marque o nivel de diluicao do liquido obtido é
muito valida (Kirschivink et al. 2001).

Diferentes estudos vém investigando componentes
endogenos e exégenos como marcadores de diluicao
(Rennard et al. 1986, McGorum et al. 1993, Restrick et al.
1995, Dargaville et al. 1999). Os marcadores endégenos
mais comumente utilizados sao a ureia e a albumina (Von
Wichert et al. 1993, Dargaville et al. 1999, Kirschvink et al.
2001, Mohamed et al 2001, Fahy et al. 2001, Ziglam et al.
2002, Bertagnon et al. 2007). Proteina total, sddio, cloreto
e IgA secretdria também foram estudadas (Von Wichert et
al. 1993, Dargaville et al. 1999). Entre os marcadores en-
dogenos, a ureia tem se mostrado o melhor e sua valida-
cao vem sendo largamente investigada (Rennard et al. 1986,
Von Wichert et al. 1993).

O uso de marcadores enddgenos é baseado na afir-
macao que suas concentracdes sao idénticas em dife-
rentes partes do pulmao, uniformes em diferentes paci-
entes e independentes de doencgas respiratdrias. No caso
da ureia isso é ainda mais verdadeiro, pois devido ao
seu baixo peso molecular (60 Da) e pela grande capaci-
dade de difusdo em membranas (Moja et al. 1997), a
concentracao de ureia no pulmao e consequentemente
no LTB é idéntica a do plasma (McGorum et al. 1993,
Mohamed et al. 2001).

Devido a importancia da coleta de LTB para o diagnds-
tico da rodococose, a escassa literatura sobre o padrao de
LTB recuperado de potros afetados e a crescente utiliza-
¢ao do fluido recuperado para a avaliacao de diversos com-
ponentes imunoldgicos, o objetivo desse estudo foi deter-
minar a variagcao do volume de fluido recuperado e validar
a utilizagcao da ureia como marcador de diluicao para amos-
tras de LTB de potros infectados com R. equi.

MATERIAL E METODOS

Animais. Foram utilizados sete potros da raga Puro Sangue
Inglés de 35 a 56 dias de vida. Os animais foram alojados com
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as respectivas maes em piquetes de capim tanzania. Como
critério de incluséo no experimento foi utilizado a presenca de
R. equi na primeira coleta do lavado traqueobrénquico (LTB).

Procedimento experimental. Este trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdao Animal, FMVZ-USP,
sob Protocolo no.1012/2006 de 23.3.2007. A técnica utilizada
para a coleta de LTB foi a preconizada por Mansmann & Knight
(1972) e modificada por Beech (1975). A coleta foi realizada
nos dias 35, 42 e 56 de vida dos animais. Com os potros em
estacdo, com a cabeca e o pescoco estendido foi feita tricotomia
e anti-sepsia de uma area de 7x7 cm, na regiao média do
pescoco e cranial & bifurcagcdo do musculo estenocefalico. Foi
introduzida uma canula através da pele entre os anéis traqueais,
atingindo o limen da traqueia. Através dessa canula foi intro-
duzido um cateter de polietileno® até alcancar a regido da
carina. Através do cateter foram inseridos 20ml de solugao
fisiolégica estéril 0,9%, a qual foi imediatamente aspirada
por meio de sucgéo leve por seringa. Esse procedimento foi
repetido duas vezes a fim de se recuperar um volume satisfa-
tério com representatividade de células. O fluido recuperado
de todos os lavados foi filtrado a fim de remover o muco e
posteriormente centrifugado por 15min/1500rpm/4°C. O so-
brenadante foi reservado e o “pellet” ressuspendido em 1 ml
de solugédo salina.

Para o isolamento da bactéria foram retirados 100ml do
LTB e adicionados em placas de agar BHI. Apds 48 horas de
incubacao, foi realizada a verificagcdo da presenca de colonias
de R. equi nas placas.

A contagem total das células do LTB foi realizada em céa-
mara hematimétrica de Neubauer modificada. As preparagdes
celulares para as contagens citoldgicas foram realizadas por
meio de centrifugacao de 200uL do fluido ressuspendido a
28xg durante seis minutos em citocentrifuga, conforme descri-
to por Fernandes et al. (2000). As laminas foram fixadas com
alcool metilico pa e coradas pelo método de Rosenfeld (1947).
A leitura das laminas foi realizada em microscopia dptica de
imerséo em aumento de 800x

Amostras de sangue foram adquiridas imediatamente apds
a coleta de LTB. A coleta foi realizada por via intravenosa pela
puncéo da veia jugular, em tubos “vacutainer’ sem anticoagu-
lante. Para a obtencdo do soro, o sangue foi centrifugado por
15min/1500rpm/4°C e o soro transferido para tubos novos de
microcentrifuga que foram armazenados a -20°C, para posteri-
or determinagdo da concentragédo de ureia.

As concentracdes de ureia das amostras de LTB e de soro
foram determinadas por método enzimatico utilizando-se kit
comercial®, o processamento das amostras foi realizado de
acordo com as recomendacgdes do fabricante, e a leitura foi
realizada em analisador bioquimico automatizado®.

Os fatores de diluicao obtidos das amostras de LTB nas
trés coletas foram determinados pela divisédo do valor de ureia
do soro pelo valor de ureia do LTB coletados do mesmo animal
no mesmo momento, conforme descrito por Fernandes (2001):

FD=US/ULTB

Sendo: FD = fator de diluicao;
US = ureia do soro;
ULTB = ureia do LTB.

3 Cateter Central BD Intracath®, BD do Brasil, Rua Alexandre Du-
mas 1976, Chéacara Santo Antonio, Sdo Paulo, SP.

4 Urea FS®, Diasys, Alte Strobe 9, Holzheim, RP, Alemanha.

5 Lyasis®, AMS, Via E. Bersanti 17, RO, ltalia.
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Foi realizado acompanhamento clinico diario dos animais
através do monitoramento de alteragdes nas frequéncias
cardiaca e respiratoria, temperatura retal e auscultacéao
pulmonar.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de ter sido injetado 0 mesmo volume de salina em
todas as coletas, houve uma variagcdo muito grande de
volume recuperado, tanto nas diferentes coletas do mes-
mo potro, quanto entre os animais (Quadro 1). O menor
volume recuperado foi 2,5ml e o maior foi 27ml e surpreen-
dentemente foram do mesmo animal. Apenas em dois ani-
mais, os volumes recuperados mantiveram-se uniformes,
no Potro 1 os volumes foram 12ml, 13ml e 12ml e no Potro
5 os volumes foram 8,5ml, 7,5ml e 7,5ml. Considerando
que o maior volume recuperado néo representa 50% do

Quadro 1. Volumes recuperados nas trés
coletas de lavado traqueobrénquico (ml)

Potros Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
1 12 13 12
2 11,5 4,5 10
3 28 2,5 9,5
4 25 15 13,5
5 8,5 7,5 7,5
6 10 8 15
7 19 7 4

volume infundido, torna-se dificil a mensuragéo real de
substancias nesses LTB. Deve-se acreditar também que
por serem animais doentes, a possibilidade de existéncia
de secrec¢ao pulmonar é grande, o que modifica a diluicdo
do material recuperado. Nos lavados broncoalveolares,
aproximadamente 40-60% do volume infundido é recupe-
rado, porém volumes menores podem ser obtidos, quando
ocorrem obstrucdes, edemas ou broncoespasmos durante
a succao (Hodgson & Viel 2002). Nao foram encontrados
dados na literatura sobre volume recuperado de LTB.

A grande dificuldade encontrada na investigacéo de
componentes de fluidos pulmonares é a variacao quanto
ao volume e composicao do fluido recuperado. Essa vari-
acao implica em limitacao na interpretacdo das mensura-
cOes de soluto, por isso é necessaria a utilizagéo de um
marcador que indique o grau de diluicdo do fluido recupe-
rado (Reynolds 1987, Kirschvink et al. 2001).

Uma variedade de substancias tem sido utilizadas como
marcadores enddgenos de lavados pulmonares (Lotze et
al. 1990, Watts et al. 1992, Contreras et al. 1996, ljsselstijn
et al. 1998), porém seu uso vem sendo questionado em
pacientes com doenca pulmonar, ja que diversos pesqui-
sadores tém relatado concentracdes aumentadas de pro-
teina (Contreras et al. 1996, Le Vine et al. 1996) e albumina,
(Watts et al. 1992, Watts & Bruce 1995) em lavados cole-
tados por diferentes métodos em pacientes com doenga
pulmonar quando comparados a pacientes controles, su-
gerindo que é incorreto assumir que a concentracdo des-
ses componentes é constante no pulmao afetado. Darga-
ville et al. (1999), estudando criangas com doenga pulmo-

nar demonstraram que a injuria pulmonar severa nao pro-
move um influxo adicional de ureia no pulméao, sugerindo
ser a ureia um marcador seguro.

Nas amostras coletadas no primeiro LTB o valor médio
do fator de diluicao foi 73,9 (variando de 51,5 a 130), no
segundo LTB foi de 50,2 (variando de 23,2 a 95) e no ter-
ceiro LTB foi de 55,2 (variando de 14,3 a 125). No primeiro
lavado todas as amostras estao diluidas mais do que 50
vezes, sendo que 28,5 % estao diluidas mais do que 100
vezes (Fig.1A), ja na segunda coleta 42,8% das amostras
estdo diluidas mais do que 50 vezes e nenhuma mais do
que 100 vezes (Fig.1B) e na terceira coleta 57,1% estéo
diluidas mais do que 50 vezes e 14,2% mais do que 100
vezes (Fig.1C). Nao foram encontrados outros estudos se-
melhantes em equinos para comparagao, porém compa-
rando-se com estudo realizado em criancas por Heikkinen
et al. (1999), a média do fator de diluicao encontrado em
nosso estudo foi muito superior (59,7 contra 12,7), prova-
velmente porque em humanos, principalmente criangas, o
volume infundido é menor comparado ao utilizado neste
experimento.

Segundo Sweeney et al. (1997), o volume de fluido in-
fundido pode ter um impacto na contagem total e diferencial
das células recuperadas e, quanto maior o volume infundi-
do menor a concentragao de células recuperadas. Em nos-
S0 estudo observamos uma variagdo muito grande na con-
centracgao celular, a despeito da utilizagao de volumes idén-
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ticos nas diferentes coletas. A concentracao total de célu-
las nas 3 coletas dos 7 potros, depois de corrigida pelo fator
de diluicao, foi muito superior a concentracao inicial (Qua-
dro 2). O valor minimo conseguido nas amostras iniciais foi
80 células e o maximo foi 12.000 células, ja para amostras
corrigidas a menor concentracao foi 2.680 células e a con-
centracao maxima foi 171.600 células. Apds a correcao pelo
fator proposto, amostra que parecia estar mais concentrada
na mensuracao inicial em relacdo a outra amostra, passou
a ser menos concentrada (coletas 1 e 2 do Potro 1; Quadro
2). Tal resultado concorda com a afirmacgao de Beech (1991),
de ser a contagem celular total e diferencial de amostras do
LTB nao confiavel devido a variagbes de volume infundido
e recuperado (diluicdo da amostra). Além disso, os valores
iniciais podem levar a uma interpretacao errénea sobre o
estado de saude dos animais, ja que muitos dos valores
obtidos estao dentro da faixa relatada por McGorum et al.
(1994), como contagens normais de equinos saudaveis, que
variam de 120 a 640 células\ul. Os primeiros cinco animais
mostraram uma diminuicdo progressiva na concentracao
celular, achado que concorda com a melhora significativa
do quadro clinico e com a diminuicdo da recuperacédo da

Quadro 2. Concentracao total de células nucleadas
nos lavados traqueobronquicos (ml) antes e depois
da correcao pelo fator de diluicao

bactéria no fluido (Quadro 3). Ja os dois Ultimos animais
mostraram um aumento progressivo nas concentragcoes
celulares, fato que também concorda com o quadro clinico
de piora desses animais, sendo que o Potro 7 morreu cinco
dias apods a ultima coleta.

Na avaliacao citologica observou-se na primeira coleta
de todos os animais um predominio de neutrdfilos (Quadro
4), 0 que esta de acordo com a observagao feita por Hodgson
& Viel (2002) que uma alta concentracéo de neutrdfilos esta
tradicionalmente associada a uma infec¢do bacteriana. Ja
na segunda e na terceira coleta observou-se uma diminui-
¢ao da concentracéo de neutrdfilos com consequente au-
mento da concentragdo de macrofagos e linfécitos nos pri-
meiros cinco animais. Observou-se em alguns animais pi-
cos de aumento da concentracao de linfocitos associados
a nao mais recuperacao da bactéria (Quadro 3). Provavel-
mente esse aumento de linfécitos contribuiu para promover
0 “clearence” de Rhodococcus equi do pulmao, ja que se-
gundo Hines et al.(2001) o “clearance” de R. equi em ani-
mais adultos esta associado entre outros fatores com um
significante aumento de linfécitos CD4+ e CD8+ no fluido
do lavado traqueobronquico. Ja nos Potros 6 e 7 as porcen-
tagens de neutrdfilos continuaram predominantes, associa-
da a uma constante recuperacgéo bacteriana. Os resultados
obtidos pela avaliagao citoldgica estao de acordo com os
dados das concentragdes celulares, com os achados clini-
COS e com a recuperacgao bacteriana.

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 ' e i
Potros Inicial Corrigida Inicial Corrigida Inicial Corrigida Pa;r_a um co_rreto d'_agr_]OSt',C(_) da rodococose & ne-
cessario associar os sinais clinicos com os resultados
! 250 15.150 246 19292 275 18.645 de isolamento e citologia de lavados obtidos dos ani-
2 95 12.434 80 9.600 55 2.608 . . o
3 364 22859 240 22800 200 15.360 mais suspeitos (Giguére _et al. 20083). [\lessg estudo
4 880  53.504 254 15798 140 3.598 pudemos observar que existe uma relagao muito gran-
5 300  12.000 666  19.583 120 6.564 de entre a concentracao celular, o tipo celular, a recu-
6 275 27500 1.666 48.166  3.200  72.000 = i = (i
eracao bacteriana e a resolugdo do quadro clinico.
7 748 38489 6.428 149.142 9.500 190.000 perag . ¢ quaar
Deve-se apenas salientar que sem a realizagcao da cor-
recao da diluicdo, a interpretacao correta fica prejudi-
Quadro 3. Recuperacao bacteriana nos cada, j& que muitas das concentragdes obtidas de ani-
diferentes lavados traqueobrénquicos mais doentes estdo dentro da faixa de normalidade
Potros  Coleta1 Coleta2 Coleta 3 encontrada_ em a~nimais sadios. Tal resul_ta_dq de,n_qon's-
] e b tra que a utilizacdo de um marcador de diluicao € indis-
P . N i pensavel para o estudo de substancias nos LTB.
3 + + - -
4 + + - CONCLUSOES
5 + +
6 + + + Os resultados encontrados nesse estudo demons-
7 + + + tram que o volume recuperado em diferentes LTBs e
a Presenca de bactéria; b auséncia de bactéria. consequente fator de diluicdo variam muito em potros
Quadro 4. Contagem celular diferencial (%) nos diferentes lavados traqueobrénquicos
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
Potros  Macréfagos Neutréfilos — Linfécitos Macréfagos Neutrofilos — Linfécitos Macréfagos Neutréfilos — Linfécitos
1 3 92 5 8 92 5 33 63 4
2 14 64 22 48 44 8 21 68 11
3 4 92 4 6 40 54 26 40 34
4 6 90 4 36 57 7 27 63 10
5 11 83 6 19 70 11 55 14 31
6 40 48 12 1 98 1 2 96 2
7 13 82 5 4 95 1 3 94 3
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com rodococose, uma situacao clinica real e presente
em nosso meio.

A acuracia da quantificacédo de substancias no LTB se
torna dependente do conhecimento da diluicdo da amostra
recuperada.

O uso da ureia como marcador de diluicao melhorou a
exatidao na determinagéo da concentragéao total de célu-
las nos lavados traqueobrdnquicos obtidos de potros com
rodococose.
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