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RESUMO.- No estudo das infecções e dos mecanismos
inflamatórios do trato respiratório posterior, a diluição des-
conhecida de amostras de lavados traqueobrônquicos leva
a um grave problema na interpretação das concentrações
de várias substâncias. Foi investigada a amplitude da di-
luição em uma situação clínica verdadeira, com o objetivo
de determinar a validez do uso da dosagem da ureia em
lavados traqueobrônquicos para correção da diluição. As
amostras do estudo consistiram em lavados traqueobrôn-
quicos obtidos de sete potros com infecção por Rhodo-
coccus equi. Foi realizada a contagem celular total e dife-
rencial e comprado com o quadro clínico e a recuperação
bacteriana de todas as amostras. Os fatores de diluição
dos lavados variaram entre 14,3 e 130 (média 59,7). O uso
da ureia como marcador de diluição melhorou a exatidão

na determinação da concentração total de células nos la-
vados. Estes resultados sugerem que a prática de mensurar
substâncias em lavado traqueobrônquico sem correção da
diluição possa induzir a falsas conclusões.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Rhodococcus equi, potro, lavado
traqueobrônquico, ureia, fatores de diluição.

INTRODUÇÃO
A enfermidade respiratória mais frequente em potros de um
a cinco meses de idade é a broncopneumonia piogranulo-
matosa causada pela bactéria Rhodococcus equi, estando
associada à mortalidade de potros em todo o mundo e a
prejuízos devidos principalmente ao insatisfatório desem-
penho atlético dos animais, quando adultos. Diferentes téc-
nicas vêm sendo utilizadas para o diagnóstico da rodococo-
se; entre elas, os testes sorológicos, que têm eficiência
questionada. Durante muito tempo, o diagnóstico definitivo
foi realizado pela cultura microbiológica combinada com o
exame citológico do lavado traqueobrônquico (LTB), mas,
hoje, as técnicas moleculares para a detecção do R. equi
em lavados brônquicos de potros representam um avanço
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para o diagnóstico laboratorial da doença (Sellon et al. 1997),
sendo o teste da reação em cadeia da polimerase (PCR)
rápido, sensível e especifico (Monego 2008). Porém, se-
gundo Giguère et al. (2003), para a realização do diagnósti-
co definitivo dessa enfermidade é necessário relacionar o
estado clínico dos animais, os achados citológicos e o iso-
lamento de R. equi, tanto pelo cultivo da bactéria como pela
técnica de PCR a partir do LTB, já que o animal pode ser
apenas um portador do micro-organismo.

O LTB é uma técnica intensamente utilizada na medi-
cina veterinária desde a década de 70, quando foi adap-
tada por Mansmann & Knight (1972) e Beech (1975) com
objetivo de obtenção de conteúdo de secreções das vias
aéreas posteriores. Apesar de o LTB ser uma técnica
simples, que pode ser realizada a campo, com baixo custo
(Beech 1991) e segurança para coleta de componentes
celulares e moleculares do pulmão, a quantidade de fluí-
do que retorna pode ser variável. Essa variação limita a
interpretação da mensuração do soluto e a comparação
entre lavados (Dargaville et al. 1999). Portanto, uma subs-
tância que marque o nível de diluição do líquido obtido é
muito válida (Kirschivink et al. 2001).

Diferentes estudos vêm investigando componentes
endógenos e exógenos como marcadores de diluição
(Rennard et al. 1986, McGorum et al. 1993, Restrick et al.
1995, Dargaville et al. 1999). Os marcadores endógenos
mais comumente utilizados são 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). Proteína total, sódio, cloreto
e IgA secretória também foram estudadas (Von Wichert et
al. 1993, Dargaville et al. 1999). Entre os marcadores en-
dógenos, a ureia tem se mostrado o melhor e sua valida-
ção vem sendo largamente investigada (Rennard et al. 1986,
Von Wichert et al. 1993).

O uso de marcadores endógenos é baseado na afir-
mação que suas concentrações são idênticas em dife-
rentes partes do pulmão, uniformes em diferentes paci-
entes e independentes de doenças respiratórias. No caso
da ureia isso é ainda mais verdadeiro, pois devido ao
seu baixo peso molecular (60 Da) e pela grande capaci-
dade de difusão em membranas (Moja et al. 1997), a
concentração de ureia no pulmão e consequentemente
no LTB é idêntica a do plasma (McGorum et al. 1993,
Mohamed et al. 2001).

Devido à importância da coleta de LTB para o diagnós-
tico da rodococose, à escassa literatura sobre o padrão de
LTB recuperado de potros afetados e à crescente utiliza-
ção do fluído recuperado para a avaliação de diversos com-
ponentes imunológicos, o objetivo desse estudo foi deter-
minar a variação do volume de fluído recuperado e validar
a utilização da ureia como marcador de diluição para amos-
tras de LTB de potros infectados com R. equi.

MATERIAL E MÉTODOS
Animais. Foram utilizados sete potros da raça Puro Sangue

Inglês de 35 a 56 dias de vida. Os animais foram alojados com

as respectivas mães em piquetes de capim tanzânia. Como
critério de inclusão no experimento foi utilizado a presença de
R. equi na primeira coleta do lavado traqueobrônquico (LTB).

Procedimento experimental. Este trabalho foi aprovado
pelo Comitê de Ética em Experimentação 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
estação, com a cabeça e o pescoço estendido foi feita tricotomia
e anti-sepsia de uma área de 7x7 cm, na região média do
pescoço e cranial á bifurcação do músculo estenocefálico. Foi
introduzida uma cânula através da pele entre os anéis traqueais,
atingindo o lúmen da traqueia. Através dessa cânula foi intro-
duzido um cateter de polietileno3 até alcançar a região da
carina. Através do cateter foram inseridos 20ml de solução
fisiológica estéril 0,9%, a qual foi imediatamente aspirada
por meio de sucção leve por seringa. Esse procedimento foi
repetido duas vezes a fim de se recuperar um volume satisfa-
tório com representatividade de células. O fluído recuperado
de todos os lavados foi filtrado a fim de remover o muco e
posteriormente centrifugado por 15min/1500rpm/4oC. O so-
brenadante foi reservado e o “pellet” ressuspendido em 1 ml
de solução salina.

Para o isolamento da bactéria foram retirados 100ml do
LTB e adicionados em placas de agar BHI. Após 48 horas de
incubação, foi realizada a verificação da presença de colônias
de R. equi nas placas.

A contagem total das células do LTB foi realizada em câ-
mara hematimétrica de Neubauer modificada. As preparações
celulares para as contagens citológicas foram realizadas por
meio de centrifugação de 200μL do fluído ressuspendido a
28xg durante seis minutos em citocentrífuga, conforme descri-
to por Fernandes et al. (2000). As lâminas foram fixadas com
álcool metílico pa e coradas pelo método de Rosenfeld (1947).
A leitura das lâminas foi realizada em microscopia óptica de
imersão em aumento de 800x

Amostras de sangue foram adquiridas imediatamente após
a coleta de LTB. A coleta foi realizada por via intravenosa pela
punção da veia jugular, em tubos “vacutainer” sem anticoagu-
lante. Para a obtenção do soro, o sangue foi centrifugado por
15min/1500rpm/4oC e o soro transferido para tubos novos de
microcentrífuga que foram armazenados a -20oC, para posteri-
or determinação da concentração de ureia.

As concentrações de ureia das amostras de LTB e de soro
foram determinadas por método enzimático utilizando-se kit
comercial4, o processamento das amostras foi realizado de
acordo com as recomendações do fabricante, e a leitura foi
realizada em analisador bioquímico automatizado5.

Os fatores de diluição obtidos das amostras de LTB nas
três coletas foram determinados pela divisão 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 diluição;

US = ureia do soro;
ULTB = ureia do LTB.

4 Urea FS®, Diasys, Alte Strobe 9, Holzheim, RP, Alemanha.
5 Lyasis®, AMS, Via E. Bersanti 17, RO, Itália.

3 Cateter Central BD Intracath®, BD do Brasil, Rua Alexandre Du-
mas 1976, Chácara Santo Antonio, São Paulo, SP.
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Foi realizado acompanhamento clínico diário dos animais
através do monitoramento de alterações nas frequências
cardíaca e respiratória, temperatura retal e auscultação
pulmonar.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Apesar de ter sido injetado o mesmo volume de salina em
todas as coletas, houve uma variação 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 não representa 50% do

nar demonstraram que a injúria pulmonar severa não pro-
move um influxo adicional de ureia no pulmão, sugerindo
ser a ureia um marcador seguro.

Nas amostras coletadas no primeiro LTB o valor médio
do fator de diluição 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 estão diluídas mais do que 50
vezes, sendo que 28,5 % estão diluídas mais do que 100
vezes (Fig.1A), já na segunda coleta 42,8% das amostras
estão diluídas mais do que 50 vezes e nenhuma mais do
que 100 vezes (Fig.1B) e na terceira coleta 57,1% estão
diluídas mais do que 50 vezes e 14,2% mais do que 100
vezes (Fig.1C). Não foram encontrados outros estudos se-
melhantes em equinos para comparação, porém compa-
rando-se com estudo realizado em crianças por Heikkinen
et al. (1999), a média do fator de diluição encontrado em
nosso estudo foi muito superior (59,7 contra 12,7), prova-
velmente porque em humanos, principalmente crianças, o
volume infundido é menor comparado ao utilizado neste
experimento.

Segundo Sweeney et al. (1997), o volume de fluído in-
fundido pode ter um impacto na contagem total e diferencial
das células recuperadas e, quanto maior o volume infundi-
do menor a concentração de células recuperadas. Em nos-
so estudo observamos uma variação muito grande na con-
centração celular, a despeito da utilização de volumes idên-

Quadro 1. Volumes recuperados nas três
coletas de lavado traqueobrônquico (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 difícil a mensuração real de
substâncias nesses LTB. Deve-se acreditar também que
por serem animais doentes, a possibilidade de existência
de secreção pulmonar é grande, o que modifica a diluição
do material recuperado. Nos lavados broncoalveolares,
aproximadamente 40-60% do volume infundido é recupe-
rado, porém volumes menores podem ser obtidos, quando
ocorrem obstruções, edemas ou broncoespasmos durante
a sucção (Hodgson & Viel 2002). Não foram encontrados
dados na literatura sobre volume recuperado de LTB.

A grande dificuldade encontrada na investigação de
componentes de fluídos pulmonares é a variação quanto
ao volume e composição do fluído recuperado. Essa vari-
ação implica em limitação na interpretação das mensura-
ções de soluto, por isso é necessária a utilização de um
marcador que indique o grau de diluição do fluído recupe-
rado (Reynolds 1987, Kirschvink et al. 2001).

Uma variedade de substancias tem sido utilizadas como
marcadores endógenos de lavados pulmonares (Lotze et
al. 1990, Watts et al. 1992, Contreras et al. 1996, Ijsselstijn
et al. 1998), porém seu uso vem sendo questionado em
pacientes com doença pulmonar, já que diversos pesqui-
sadores têm relatado concentrações aumentadas de pro-
teína (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 doença
pulmonar quando comparados a pacientes controles, su-
gerindo que é incorreto assumir que a concentração des-
ses componentes é constante no pulmão afetado. Darga-
ville et al. (1999), estudando crianças com doença pulmo-

Fig.1. Fator de diluição em amostras de LTB obtidas dos potros
na primeiro (A), segunda (B) e terceira (C) coletas.
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ticos nas diferentes coletas. A concentração total de célu-
las nas 3 coletas dos 7 potros, depois de corrigida pelo fator
de diluição, foi muito superior a concentração inicial (Qua-
dro 2). O valor mínimo conseguido nas amostras iniciais foi
80 células e o máximo foi 12.000 células, já para amostras
corrigidas a menor concentração foi 2.680 células e a con-
centração máxima foi 171.600 células. Após a correção pelo
fator proposto, amostra que parecia estar mais concentrada
na mensuração inicial em relação à outra amostra, passou
a ser menos concentrada (coletas 1 e 2 do Potro 1; Quadro
2). Tal resultado concorda com a afirmação de Beech (1991),
de ser a contagem celular total e diferencial de amostras do
LTB não confiável devido a variações de volume infundido
e recuperado (diluição da amostra). Além disso, os valores
iniciais podem levar a uma interpretação errônea sobre o
estado de saúde dos animais, já que muitos dos valores
obtidos estão dentro da faixa relatada por McGorum et al.
(1994), como contagens normais de equinos saudáveis, que
variam de 120 a 640 células\μl. Os primeiros cinco animais
mostraram uma diminuição progressiva na concentração
celular, achado que concorda com a melhora significativa
do quadro clínico e com a diminuição da recuperação da

bactéria no fluído (Quadro 3). Já os dois últimos animais
mostraram um aumento progressivo nas concentrações
celulares, fato que também concorda com o quadro clínico
de piora desses animais, sendo que o Potro 7 morreu cinco
dias após a última coleta.

Na avaliação citológica observou-se na primeira coleta
de todos os animais um predomínio de neutrófilos (Quadro
4), o que está de acordo com a observação feita por Hodgson
& Viel (2002) que uma alta concentração de neutrófilos está
tradicionalmente associada a uma infecção bacteriana. Já
na segunda e na terceira coleta observou-se uma diminui-
ção da concentração de neutrófilos com conseqüente au-
mento da concentração de macrófagos e linfócitos nos pri-
meiros cinco animais. Observou-se em alguns animais pi-
cos de aumento da concentração de linfócitos associados
a não mais recuperação da bactéria (Quadro 3). Provavel-
mente esse aumento de linfócitos contribuiu para promover
o “clearence” de Rhodococcus equi do pulmão, já que se-
gundo Hines et al.(2001) o “clearance” de R. equi em ani-
mais adultos está associado entre outros fatores com um
significante aumento de linfócitos CD4+ e CD8+ no fluido
do lavado traqueobrônquico. Já nos Potros 6 e 7 as porcen-
tagens de neutrófilos continuaram predominantes, associa-
da a uma constante recuperação bacteriana. Os resultados
obtidos pela avaliação citológica estão de acordo com os
dados das concentrações celulares, com os achados clíni-
cos e com a recuperação bacteriana.

Para um correto diagnóstico da rodococose é ne-
cessário associar os sinais clínicos com os resultados
de isolamento e citologia de lavados obtidos dos ani-
mais suspeitos (Giguère et al. 2003). Nesse estudo
pudemos observar que existe uma relação muito gran-
de entre a concentração celular, o tipo celular, a recu-
peração bacteriana e a resolução do quadro clínico.
Deve-se apenas salientar que sem a realização da cor-
reção da diluição, a interpretação correta fica prejudi-
cada, já que muitas das concentrações obtidas de ani-
mais doentes estão dentro da faixa de normalidade
encontrada em animais sadios. Tal resultado demons-
tra que a utilização de um marcador de diluição é indis-
pensável para o estudo de substâncias nos LTB.

CONCLUSÕES
Os resultados encontrados nesse estudo demons-

tram que o volume recuperado em diferentes LTBs e
consequente fator de diluição variam muito em potros

Quadro 2. Concentração total de células nucleadas
nos lavados traqueobrônquicos (ml) antes e depois

da correção pelo fator de diluição

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3

Potros Inicial Corrigida Inicial Corrigida Inicial Corrigida

1 250 15.150 246 19.292 275 18.645
2 95 12.434 80 9.600 55 2.608
3 364 22.859 240 22.800 200 15.360
4 880 53.504 254 15.798 140 3.598
5 300 12.000 666 19.533 120 6.564
6 275 27.500 1.666 48.166 3.200 72.000
7 748 38.489 6.428 149.142 9.500 190.000

Quadro 3. Recuperação bacteriana nos
diferentes lavados traqueobrônquicos

Potros Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3

1 +a +b -
2 + + -
3 + + -
4 + + -
5 + + -
6 + + +
7 + + +

a Presença de bactéria; b ausência de bactéria.

Quadro 4. Contagem celular diferencial (%) nos diferentes lavados traqueobrônquicos

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3

Potros Macrófagos Neutrófilos Linfócitos Macrófagos Neutrófilos Linfócitos Macrófagos Neutrófilos Linfócitos

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 situação clinica real e presente
em nosso meio.

A acurácia da quantificação de substâncias no LTB se
torna dependente do conhecimento da diluição da amostra
recuperada.

O uso da ureia como marcador de diluição melhorou a
exatidão na determinação da concentração total de célu-
las nos lavados traqueobrônquicos obtidos de potros com
rodococose.
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