Padronizacao

da coleta do
condensado do
exalado respiratoério
utilizando coletor
especifico para
equinos

Standardization of respiratory
condensate collection using
a specific collector for horses

' Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), Curitiba, PR, Brasil
2 Centro Estadual de Educacéo Profissional Erotides Angelo Nichele,

Curitiba, PR, Brasil

*Correspondéncia: tcosanti@gmail.com
Recebido: 20 ago 2024 | Aceito: 20 dez 2024
DOI: http://dx.doi.org/10.7213/acad.2025.23001
Rev. Acad. Ciénc. Anim. 2025;23:e23001

Resumo

A falta de padronizacdo da técnica de coleta do con-
densado do exalado respiratério (CER) dificulta a com-
paragdo entre estudos devido as variagdes no resfria-
mento, temperaturas de coleta e falta de informac&es
sobre a limpeza nasal e o equipamento. Este estudo
avaliou o efeito da temperatura no interior do coletor
quanto ao volume de amostra e a técnica de limpeza
das narinas e sua influéncia sobre a contaminacéo das
amostras, utilizando dois coletores de CER especificos
para equinos desenvolvidos pelos autores. Foram uti-
lizadas 15 éguas sem raga definida, testando-se dois

meios de resfriamento — solu¢des 1 (gelo) e 2 (gelo com
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sal) — e trés formas de limpeza de narina — grupos AS
(dgua e sabdo), NaCl (soro fisiologico) e G (gaze seca)
— para determinar a melhor técnica de coleta de CER.
As amostras foram acondicionadas em meio Stuart e
plaqueadas em &gar sangue e MacConkey. A tempera-
tura média da coleta entre os meios nao diferiu (p =
0,999), assim como nao houve correlagdo com o volu-
me de amostras sem sal (p = 0,276), com sal (p = 0,622)
e no novo coletor (p = 0715). A temperatura ambien-
te e o volume de amostras com gelo apresentaram
correlacdo negativa moderada (p = 0,005 e r = -0,680),
enquanto no novo coletor houve correlagdo negativa
forte (p= 0,013 e r = -0,860). Quanto as bactérias, ob-
servou-se maior numero de coldnias Gram-positivas
do que negativas em todos os grupos, sendo 4,013 =
1,073 vs. 1,713 = 1,349 bactérias (p = 0,001) no grupo
G; 4,107 £ 1,216 vs. 2,217 £ 1,701 bactérias (p = 0,006)
no grupo NaCl; e 3,850 = 1,454 vs. 2,168 + 1,574
bactérias (p = 0,019) grupo AS. N&o houve diferenca
na quantidade de bactérias entre os métodos de lim-
peza tanto para Gram-negativas (p = 0,920) quanto para
positivas (p = 0,990). Conclui-se que, diante a auséncia
de diferencas entre os métodos de resfriamento, limpe-
za nasal e coletores, foram eleitos o resfriamento com
gelo, limpeza com gaze seca e o novo coletor para
utilizacdo em estudos futuros.

Palavras-chave: Condensado do exalado respiratério.

Equinos. Limpeza nasal. Resfriamento.
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Abstract

The lack of standardization in exhaled breath conden-
sate (EBC) collection techniques complicates the com-
parison of studies due to variations in cooling methods,
collection temperatures, and inadequate reporting on
nasal cleaning and equipment preparation. This study
evaluated the effects of collection temperature on
sample volume and the influence of nasal cleaning
techniques on sample contamination, using two EBC
collectors specifically developed for equines by the
authors. Fifteen mixed-breed mares were used to test
two cooling methods — solutions 1 (ice) and 2 (ice with
salt) — and three nasal cleaning techniques — groups
WS (water and soap), NaCl (physiological saline), and G
(dry gauze). EBC samples were stored in Stuart trans-
port medium and plated on blood agar and Mac
Conkey agar for bacterial analysis. The average collec-
tion temperatures between cooling methods showed
no significant differences (p = 0.999). There was no
correlation between collection temperature and sample
volume for ice without salt (p = 0.276), ice with salt (p =
0.622), or the new collector (p = 0.715). However, ambient
temperature and sample volume showed a moderate
negative correlation with ice cooling (p = 0.005, r =
-0.680) and a strong negative correlation with the new
collector (p = 0.013, r = -0.860). In terms of bacterial
contamination, all groups exhibited higher numbers of
Gram-positive colonies compared to Gram-negative
colonies: group G had 4.013 = 1.073 vs. 1.713 % 1.349
bacteria (p = 0.001); group NaCl had 4.107 + 1.216 vs.
2.217 = 1.701 bacteria (p = 0.006); and group WS had
3.850 + 1.454 vs. 2.168 = 1.574 bacteria (p = 0.019).
There were no statistical differences between nasal
cleaning methods for Gram-positive bacteria (p = 0.990)
or Gram-negative bacteria (p = 0.920). In conclusion,
given the lack of significant differences among cool-
ing methods, nasal cleaning techniques, and collectors,
the use of ice cooling, dry gauze cleaning, and the new
collector is recommended for future studies.

Keywords: Airways. Diagnosis. Equine. Exhaled breath
condensate. Horses.

Introducao

A coleta do condensado do exalado respiratério
(CER) é um método n&o invasivo para a obtencdo de
amostras que representam o fluido de revestimento
da superficie das vias aéreas (Kharitonov e Barnes,

2001; Dwyer, 2004), obtido a partir da condensacéo
do ar exalado ao entrar em contato com a superfi-
cie fria do equipamento de coleta. O CER tem si-
do descrito para o acompanhamento de pacientes
asmaticos por permitir a quantificagdo de diferentes
biomarcadores, tais como perdxido de hidrogénio,
pH, nitrito, leucotrieno B4, entre outros, os quais tém
sido investigados para o diagndstico de doencas
respiratérias (Marlin et al., 2003; Hunt, 2007; Cathcart
etal, 2013; Preez etal, 2017, 2019).

O método de coleta do CER tem sido relatado
em diversas espécies como gatos (Kirschvink et al.,
2005), bezerros (Reinhold et al., 2000), psitacideos
(Foldenauer et al., 2010) e equinos (Deaton et al.,
2004; Duz et al., 2009; Whittaker et al., 2012) mos-
trando ser um método eficaz na investigagdo cli-
nica das vias aéreas. Em equinos, existem diversas
técnicas de coleta do CER, com diferentes equi-
pamentos, em sua maioria com adaptagdes empre-
gando maéscaras comerciais usadas para inalagao,
como descrito por Santi et al. (2024).

As formas de coleta sdo diversas, assim como
os meios de resfriamento utilizados e, consequen-
temente, as temperaturas de coleta. Marlin et al.
(2003) utilizaram agua e gelo, atingindo a tempe-
ratura de - 4°C. J4 Cathcart et al. (2013) e Whittaker
et al. (2009) utilizaram gelo seco, atingindo a tem-
peratura de aproximadamente -78 °C e -75°C, res-
pectivamente, o que dificulta realizar comparagdes
diretas entre os estudos.

Além da falta de padronizacdo da técnica de
coleta, ndo ha informacdes sobre a limpeza nasal e
do equipamento na coleta de CER e se esse fator
influencia a contaminagdo das amostras. Ha alguns
estudos apenas relatando o microbioma de lava-
dos traqueais ou broncoalveolares (Fernandes et
al., 2011; Manguin et al., 2020).

Neste contexto, propondo um equipamento es-
pecifico para equinos, diferentemente dos empre-
gados em estudos anteriores, os autores entendem
que a primeira etapa da pesquisa de validagdo do
equipamento consiste na padronizacdo da metodo-
logia de coleta, iniciando pelo meio de congelamen-
to e pela forma de limpeza das narinas.

O presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da temperatura no interior do coletor quanto
ao volume de amostra obtido e avaliar a técnica de
limpeza das narinas e sua influéncia sobre a con-
taminagdo das amostras, a partir do equipamento
de coleta do CER especifico para equinos desen-
volvido pelos autores.
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Material e métodos

Com a aprovagdo do Comité de Etica no Uso
de Animais da Pontificia Universidade Catélica do
Parana (PUCPR), sob o registro 02259, foram utiliza-
das 15 éguas mesticas, entre 4 e 20 anos de idade,
do plantel didatico da Clinica Veterinaria Escola da
Fazenda Experimental Gralha Azul (PUCPR), locali-
zada no municipio de Fazenda Rio Grande, estado
do Parand. Testaram-se dois meios de resfriamento
e trés formas de limpeza de narina a fim de deter-
minar qual a melhor técnica de coleta de CER por
meio do equipamento desenvolvido. Além disto,
realizou-se a mensuracdo da frequéncia respirato-
ria (FR) das éguas por meio da contagem de movi-
mentos téraco-abdominais a cada coleta.

A coleta de CER foi realizada em cada égua, uma
por vez, de forma randomizada a partir de sorteio,
com o animal mantido em tronco de contencdo
Nesse momento, um membro da equipe aproxima-
va o coletor de CER em uma das narinas da égua,
mantendo a coleta por 15 minutos na mesma na-
rina ou alternando conforme o comportamento do
animal.

Equipamento de coleta do CER

O equipamento, impresso em é&cido polilatico
por uma impressora 3D (CL2 Pro Plus - Cliever,
Belo Horizonte, Brasil), é composto por dois com-
partimentos: cdmara de resfriamento, com aproxi-
madamente 4,5 cm altura e 7,5 cm de largura, e
camara de condensacdo, com aproximadamente 9
cm de altura e 8,5 cm de largura (Figura 1).

Em um dos compartimentos é acondicionado o
gelo e no outro, a cdmara de condensacgdo (Figura
1A). Para a preparacdo do equipamento, é necessa-
rio incluir o método de resfriamento no comparti-
mento superior (Figura 1B). Posteriormente, o equi-
pamento é envolto por um saco plastico do tama-
nho A4 com a finalidade de isolar o material obtido
de cada animal (Figura 1C), evitando contaminagdes.

Para a coleta do material, o equipamento era
posicionado por 15 minutos em uma das narinas
do animal. Ao final de cada coleta, o plastico que
revestia o equipamento era removido para a retira-
da da amostra obtida, com o uso de uma pipeta. A
amostra foi acondicionada em um microtubo con-
gelado a -20 °C para posterior anélise laboratorial.

Figura 1 - Processo de montagem do equipamento de coleta do condensado do exalado respiratério de equinos,

desenvolvido em parceria pelos cursos de medicina veterinaria e desenho industrial da PUCPR. (A) Vista dorsal,

evidenciando os dois compartimentos, sendo o superior a cdmara de resfriamento e o inferior, a cdmara de

condensacao. (B) Compartimento onde seré colocado o gelo de dgua. (C) Envolvimento do equipamento por um

saco plastico de folha A4.

Meio de resfriamento

Para esta etapa, as amostras de CER foram obti-
das utilizando o coletor portétil com dois meios de

resfriamento: na solucdo 1 foi acondicionado 90 ml
de agua dentro de um saco plastico com ziplock
para formacdo do gelo em congelador convencional
(-6 °C); na solugdo 2, acondicionou-se gelo de agua
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(90 ml) triturado, o qual foi posteriormente mistura-
do a 80 g de sal refinado iodado do tipo comercial e
armazenado dentro de saco pléastico ziplock.

Ambas as solugbes foram acondicionadas em
sacos plésticos ziplock (8,5 cm x 6 cm) e mantidas
em congelador convencional (-6 °C) até o momento
da coleta. A coleta de CER foi empregada utilizan-
do o equipamento e técnica descritos acima.

A temperatura do interior do equipamento foi
mensurada minuto a minuto durante todo o tempo
de coleta, utilizando um medidor de temperatura
portétil (Incoterm, Sdo Paulo, Brasil) fixado na parede
interna do equipamento, a fim de obter tempera-
raturas (em °C). Foram registradas a temperatura
ambiente e umidade relativa do ar a partir de um
termo-higrometro (Incoterm, S&o Paulo, Brasil).

Higienizacdo das narinas

A limpeza das narinas foi realizada por meio de
trés solugdes: dgua e sabdo (grupo AS), solucdo fi-
sioldgica 0,9% (grupo NaCl) e gazes secas (grupo G).
Cada égua passou por todos os métodos de limpe-
za, por meio de arranjo crossover, onde as coletas
ocorreram em trés dias distintos, com intervalo de
dois dias entre eles. As éguas foram acompanhadas
pelos sete dias seguintes ao procedimento para ob-
servacdo de qualquer sinal de irritagdo tecidual.

A limpeza nasal ocorreu pelo mesmo manipula-
dor. Apds vestir luvas de procedimento, iniciava-se
o processo de higienizagdo, realizado por trés ga-
zes contendo uma das soluc¢des descritas, conforme
rateio. Cada gaze foi friccionada desde a prega alar
até todo o assoalho nasal, uma por vez, e ao final
foram friccionadas mais duas gazes limpas secas
para evitar contamina¢do das amostras com residuos
das solugdes utilizadas.

Apds cada coleta, as amostras foram acondicio-
nadas através de um swab em meio de transporte
Stuart - Transystem (Copan, Brescia, Itélia) e, poste-
riormente, analisadas no Laboratério Paddocktiba,
em Curitiba. As amostras foram plaqueadas em
meio agar sangue e dgar Macconkey e avaliadas de
forma cega, com a contagem de colénias realizada
em cada placa. A identificacdo das bactérias foi efe-
tuada através de testes bioquimicos, por meio de
catalase e oxidase, pertencentes ao Sistema Bactray
(Laborclin, Parand, Brasil). Em conjunto a identificacéo,
realizou-se teste de Gram (Laborclin, Parand, Brasil).

Atualizacdo do coletor de CER

Devido ao baixo volume das amostras obtidas
com o coletor de CER (Figura 1), optou-se por de-
senvolver uma adaptagdo do dispositivo, ampliando
a area de contato da cémara de resfriamento. A
adaptacdo consiste em uma cdmara oca que reves-
te todo o equipamento, permitindo a adi¢do de
dgua no interior do coletor (Figura 2). O protétipo
foi confeccionado em material de filamento Pet G
para impressdo em 3D (CL2 Pro Plus - Cliever, Belo
Horizonte, Brasil) e submetido a testes preliminares
em estudo piloto.

Figura 2 - Atualizacdo da confeccdo do novo design
do protétipo contendo uma cdmara oca para colocacdo
da &gua para congelamento (drea em azul).

Nesta etapa subsequente, as mesmas 15 éguas
foram utilizadas. Além disto, a temperatura interna
do equipamento foi monitorada a cada minuto du-
rante os 15 minutos de coleta, utilizando-se um me-
didor de temperatura portatil (Incoterm, Sdo Paulo,
Brasil) fixado na parede interna do equipamento,
para obter os valores em graus Celsius. Adicional-
mente, foram registradas a temperatura ambiente
e umidade relativa do ar por meio de um termo-
higrometro (Incoterm, Sdo Paulo, Brasil).

Analises estatisticas
O teste de normalidade, para todos os dados, foi

realizado através do teste D'Agostino Pearson. Os
resultados das anélises dos meios de resfriamentos

Revista Académica Ciéncia Animal. 2025;23:e23001 4



da coleta de CER, temperatura ambiente e umi-
dade relativa do ar foram feitos a partir do teste
T para amostras independentes. Para a andlise da
solugdo com menor contaminante, comparou-se o
grau de contaminagdo das amostras de CER entre
as trés formas de limpeza nasal (grupos AS, NaCl
e G) a partir do teste de ANOVA, seguido pelo tes-
te de Tukey. Todos os testes foram realizados atra-
vés do programa IBM SPSS Statistics, versdo 25.0
para Windows (IBM Corporation, New York, USA),
considerando significativos valores de p < 0,05.

Resultados
Meio de resfriamento

N&o houve correlacdo entre a frequéncia respi-
ratéria e o volume de amostra obtido com relacédo
ao antigo coletor (p = 0,686), assim como no cole-
tor novo (p = 0,280). A temperatura média da co-
leta em cada meio e a cada momento nao diferiu

(p = 0,999), assim como n&o houve correlagdo en-
tre a temperatura de coleta e o volume de amos-
tras sem sal (p = 0,276) e com sal (p = 0,622). Com
relacdo ao coletor novo, também ndo houve corre-
lagdo entre a temperatura de coleta e o volume de
amostra (p = 0,715).

A temperatura ambiente e o volume das amos-
tras de gelo sem sal obtiveram uma correlacdo ne-
gativa moderada (p = 0,005 e r = -0,680), entretanto,
no gelo com sal isto ndo ocorreu (p = 0,438). No
coletor novo, houve correlagdo negativa forte en-
tre a temperatura ambiente e o volume de amos-
tra (p = 0,013 e r = -0,860). A umidade relativa ndo
apresentou qualquer correlagdo para as amostras
de gelo sem sal (p = 0,445) e com sal (p = 0,289).
J& para o novo coletor, a umidade relativa do ar e
a temperatura de coleta obtiveram correlacdo posi-
tiva fraca (p = 0,003 e r = 0,303), dados apresenta-
dos na Tabela 1.

Em realagdo ao volume de amostra do coletor
antigo e do coletor novo com gelo de agua, ndo ha
diferenca (p = 0,477).

Tabela 1 - Resultados obtidos a partir da coleta do condensado do exalado respiratério utilizando o método de

resfriamento de gelo com adi¢do de sal e gelo de dgua

Coletor antigo

Coletor novo

Gelo com adicéo de sal

Gelo de dgua

Gelo de dgua

FR (mrpm) 16,67 = 5,94 (12 - 36)
TC (°C)* 6,71 £ 5,61(0,18 - 23,49)
TA (°C) 21,47 1,41 (18 - 23)
URA (%) 71,53 8,61 (56 - 82)
VA (uL) 330,00 = 267,13 (0 - 1000)

18,27 £7,13(12-32)
6,59 +4,75(1,21-17,24)
21,40 £ 1,45 (18 - 24)
70,47 £ 9,13 (56 - 82)
480,00 = 518,51 (0 - 2000)

20,80 £ 5,90 (12 - 32)
21,00 = 3,14 (14,23 - 24,70)
24,70 = 3,50 (17 - 28)
43,30 £13,30(31-71)
383,30 £ 276,20 (50 - 1000)

Nota: FR (mrpm) = frequéncia respiratdria (movimentos respiratérios por minuto); TC = temperatura da coleta; TA = temperatura ambiente;

URA = umidade relativa do ar; VA = volume da amostra. Resultados apresentados em média + desvio padrdo (minimo-maximo). *Média

das temperaturas registradas minuto a minuto da coleta de condensado do exalado respiratério, durante 15 minutos.

Contaminacdo das amostras - Limpeza das
narinas

Observou-se a presenca de diversas bactérias,
que foram identificadas e separadas em grupos,
mostrando a frequéncia que elas aparecem em ca-
da um dos grupos de antissepsia. Ainda, notou-se
que as mesmas bactérias aparecem independente-
mente da forma de higienizagdo nasal (Tabela 2),
com um maior nimero de colénias Gram-positivas

vas do que Gram-negativas entre todos os grupos,
sendo: 4,013 = 1,073 vs. 1,713 = 1,349 bactérias
(p = 0,001) no grupo G; 4,107 £ 1,216 vs. 2,217 =
1,701 bactérias (p = 0,006) no grupo NaCl; e 3,850
+ 1,454 vs. 2,168 = 1,574 bactérias (p = 0,019) no
grupo AS (Tabela 3). Ndo houve diferenca estatis-
tica entre os métodos de limpeza nasal utilizados
neste projeto se comparada a quantidade de bac-
térias Gram-negativas (p = 0,920) e Gram-positivas
(p = 0,990) entre os grupos.

Revista Académica Ciéncia Animal. 2025;23:¢23001 5



Tabela 2 - Identificacdo das bactérias através de cultura bacteriana, por meio da contagem de coldnias, perten-
centes aos grupos gaze seca (G), soro fisioldgico (NaCl) e dgua e sabdo (AS)

Quantidade por grupo

Bactéria

NaCl AS
Acinetobacter baumanni 5 6 6
Escherichia coli 11 10 10

[o¢]
[e¢]
~

Klebsiella ornithinolyutica

Klebsiella pneumoniae 12 12 13
Micrococcus spp 4 6 5
Proteus mirabilis 1 1 1

Proteus vulgaris 5 5 5
Staphylococcus aureus 2 2 2

Staphylococcus NPC 5 6 6
Streptococcus B hemolitico 12 10 12

Tabela 3 - Quantidade de coldnias Gram-positivas e Gram-negativas encontradas nos grupos gaze seca (G), soro

fisioldgico a 0,9% (NaCl) e dgua e sab&o (AS)

Grupos
Colénias
G NaCl AS
Gram-positivas 4.013,33 £1.072,95 4.106,66 = 1.216,23 3.850 = 1.453,69
(5000 - 1800) (5000 - 800) (5000 - 350)
Gram-negativas 1.712,66 = 1.349,08 2.216,66 £ 1.701,27 2.094,64 = 1.605,97
(4000 - 30) (5000 - 10) (4000 - 5)

Nota: resultados apresentados em média + desvio padrao (minimo-

Discussédo

Este estudo traz comparagdes entre métodos
de padronizagdo da obteng¢do de amostras do CER,
como a forma de resfriamento e limpeza das narinas,
com o intuito de facilitar a coleta e assim possibilitar
futuramente um estudo comparativo entre autores.

Em relacdo a forma de higienizacdo das narinas,
observa-se que ndo houve diferenca entre os méto-
dos aplicados, provavelmente porque a limpeza das
narinas ndo deve influenciar a populagdo de bac-
térias do CER. Como ¢é proveniente de diferentes
niveis da &rvore respiratéria, a amostra de CER
deve ter a presenca de bactérias de vias aéreas
superiores bem como inferiores. Assim, na técnica
de coleta de CER com o coletor portétil para equi-
nos, definiu-se a limpeza das narinas com gazes
secas no sentido de diminuir a quantidade de

maximo).

sujidades. As bactérias encontradas na populagédo
de cavalos saudaveis investigada foram as Gram-
positivas Micrococcus spp., Staphylococcus NPC, Sta-
phylococcus aureus e Streptococcus B hemolitico,
e as Gram-negativas Acinetobacter baumannii, Es-
cherichia coli, Klebsiella ornithionoly-tica, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis e P. vulgaris, sendo
66% das bactérias Gram-positivas e 34% Gram-ne-
gativas.

Algumas das bactérias encontradas no CER de
equinos assintomaéticos no presente trabalho tam-
bém foram evidenciadas em lavados traqueobron-
quicos de equinos saudaveis (Fernandes et al., 2011),
e em aspirados traqueais de pdneis idosos e sauda-
veis (Darien et al., 1990) foram encontradas bacté-
rias do tipo Staphylococcus sp., entre as mais co-
muns, além de Acinotebacter sp., E. coli, Micrococcus
luteus, Proteus mirabilis e Streptococcus equi.
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O Streptococcus B hemolitico foi uma das bac-
térias mais abundantes encontradas pelos autores
nas coletas de CER de animais a pasto. Estas sédo
facilmente isoladas de mucosas do trato respiratd-
rio e da superficie corpdrea de equinos, por isso
parte das infeccbes sdo oportunistas (Quinn et al.,
2019). Entretanto, possuem potencial patogénico
para a area pulmonar (Racklyeft e Love, 2000). Em
equinos, Streptococcus B-hemoliticos sdo frequen-
temente associados a casos de broncopneumonia,
e doencas respiratérias inflamatérias (Couétil et al.,
2016) foram encontradas em estudo retrospectivo
de lavagens traqueais em cavalos jovens (Wood et
al., 1993) com e sem sinais clinicos (Christley et al.,
2001; Santos et al., 2007). Além disto, o Streptococcus
também esteve prevalente em amostras obtidas de
aspirados traqueais de cavalos com asma (Manguin
et al., 2020), bem como em amostras de biopsias
bronquiais em pessoas apresentando asma media-
da por IgE (Millares et al., 2017). Apesar da variagédo
de idade entre 5 e 20 anos para os animais in-
vestigados, ndo houve diferenga entre a populagdo
bacteriana. Todos os animais eram assintomaticos,
entretanto esta bactéria se mostrou presente em
todas as amostras.

Com relagdo a presenca de E. coli, esta tam-
bém foi encontrada na nasofaringe (Fernandes et
al., 2011) e nas vias aéreas inferiores (Winther et
al., 2011) de equinos sadios. Este patdégeno é co-
mumente associado ao intestino de animais, de
forma comensal, entretanto algumas cepas podem
ser patogénicas devido a diferentes mecanismos
de viruléncia e podem causar diversas doencas
(Piazza et al., 2021), além da contaminag¢do ambien-
tal, fato este que pode ser associado as éguas do
estudo viverem a campo e em conjunto, o que faci-
lita a propagagdo e a maior quantidade de E. coli
devido a uma possivel contaminacdo ambiental.

No presente estudo, encontrou-se a presenca
de K. pneumoniae, as quais foram citadas no es-
tudo de Fernandes et al. (2011) e de Winther et al.
(2011) em infeccBes virais e bacterianas do trato
respiratério anterior, em pneumonias e em bron-
copneumonia bacteriana, o que difere do presen-
te estudo, onde ndo havia nenhum animal com
alteragdo em vias aéreas, nem nenhum sinal clinico
compativel com as doencas citadas. Nos estudos de
Fillion-Bertrand et al. (2019) e Newton et al. (2003), as
bactérias do tipo Acinetobacter também estiveram

presentes entre as cinco mais abundantes, assim
como no presente estudo, porém bactérias nasais/
orais foram mais abundantes do que as encontra-
das nos broncoalveolares. Conclui-se, assim, que
os microbiomas orais e nasais sdo influenciados
pelo ambiente, porém nio tém influéncia pelo es-
tado da doenca; ou seja, animais asmaticos nao
possuem maior predisposicdo, o que corrobora o
presente estudo, uma vez que a coleta de CER
envolve as superficies nasais/orais (labio superior),
além da amostra proveniente da regido pulmonar,
podendo ser esta uma justificativa para a quantida-
de de bactérias encontradas no CER de animais
assintomaticos.

Ao avaliar os resultados obtidos, notou-se que
todas as bactérias aparecem independentemente
da forma de higienizacdo nasal, sugerindo que as
bactérias sdo provenientes de outras por¢des do
sistema respiratério dos cavalos, ndo somente das
narinas e assoalho nasal, mas provavelmente de
outras regides, inclusive pulmonar e/ou ambientais.
Como cita o estudo de Fillion-Bertrand et al. (2019),
o microbioma pulmonar é influenciado pelo am-
biente, demonstrando concordancia com o estudo
de McMullen et al. (2020) sobre gados, que afirma
que a populagdo bacteriana varia de acordo com
as diferentes regides da arvore respiratéria.

No presente estudo, a temperatura da coleta
ndo influenciou no volume de amostra; contudo,
ndo foi possivel diferenciar a temperatura da coleta
e a temperatura do ar exalado dentro do coletor,
o que pode ter influenciado os resultados, sendo
uma limitacdo a ser ajustada em etapas futuras
(corrigir o posicionamento do termémetro, o qual
estava localizado no centro do equipamento). En-
tretanto, com relagéo a temperatura ambiente, vo-
lume de amostras de gelo de &gua (sem sal) e cole-
tor novo, em ambas as amostras com apenas gelo
de 4agua houve uma correlagdo negativa moderada
a forte, ou seja, quanto maior a temperatura am-
biente, menor o volume de amostra. Além disto, na
avaliacdo do novo coletor, houve uma correlacédo
positiva entre a umidade relativa do ar e a tempe-
ratura de coleta, ou seja, a umidade relativa do ar
interferiu na temperatura de coleta. Para etapas fu-
turas, recomenda-se realizar as coletas durante os
periodos mais frescos do dia e em locais com tem-
peratura mais amena para minimizar a influéncia da
temperatura ambiente e umidade relativa do ar.
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Desta forma, optou-se por padronizar o uso de
gelo de dgua, devido a sua praticidade. Além disto,
a temperatura com gelo e sal atingia inicialmente
uma temperatura mais baixa, entretanto, esta n3do
se mantinha ao longo do tempo de coleta (Anexo).
Sendo assim, elegeu-se o novo coletor com gelo de
&gua para futuros testes.

Entretanto, mais estudos com a microbiologia do
CER precisam ser realizados, a fim de definir com
maior clareza as bactérias provenientes do sistema
respiratério e verificar se esta variacdo pode ser
atribuida a diferencas bioquimicas e fisioldgicas,
incluindo pH, concentragdo de CO,, temperatura,
tipo de células epiteliais e espessura da mucosa
(Dickson et al., 2015; Man et al., 2017; Chase et al.,
2019), e se ha influéncia ambiental nessa popula-
¢do bacteriana.

Conclusao

Como n&o houve diferenca estatistica entre os
métodos de higienizagdo nasal e resfriamento,
elegeu-se o gelo de dgua e a gaze seca como as
melhores opgdes neste estudo. Além disto, como
ndo houve diferenca estatistica entre os volumes
de amostras entre os coletores antigo e novo, ele-
geu-se o novo modelo para etapas futuras devido
a praticidade do novo equipamento. Foi possivel
identificar colonias bacterianas através da amostra
de CER obtida, o que serd importante em estudos
futuros para melhor entendimento da microbiolo-
gia do sistema respiratério de equinos, investigando
suas mudancas em relacdo a diferentes condigdes
clinicas e influéncia das doencas na anélise dos
resultados dos biomarcadores de CER.
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Anexo

Tabela 1 - Gelo de 4gua - Coletor antigo

Tempo de coleta (minutos)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
53 3,4 2,5 3,1 3,5 2,5 3,3 2,1 2,5 3,0 3.1 1,7 1,7 2,1 2,0 0,9 2,8

—_

2 6,2 6,5 6,7 6,7 54 54 52 4,7 5,0 4,5 3,9 4,9 53 3,6 3,6 04 52
3 4,6 4,6 4,3 4,7 3,7 3,9 4,0 4.1 4.8 4,7 4,4 4,3 4,5 4,5 4,3 0,8 4,4
4 55 59 6,8 8,8 8,3 7,3 7,0 71 7,5 7,5 8,5 8,9 8,8 8,9 9,6 02 78
5 2,3 1,9 2,7 2,5 2,5 2,5 2,5 2,9 5.1 3.3 3.4 3,4 3,6 3,2 4,4 0,8 3.1
6 4,5 5,6 6,1 6,2 7,5 8,5 8,8 96 108 116 115 11,9 116 11,1 98 0,2 9,0
7 11,6 87 8,5 8,8 8,8 8,9 8,9 8,8 8,8 8,8 8,8 8,6 8,6 8,8 8,6 0,2 8,9
8 8,5 11,0 121 1,8 11,9 131 14,4 159 161 16,1 16,2 16,3 11 16,5 16,3 0,0 141
9 11 1,5 1,6 1,4 1,0 1,0 11 1,0 1,5 1.3 1,0 0,9 1.2 1.3 1.3 0,1 1.2
10 140 165 157 155 171 16,8 155 159 170 183 209 205 185 185 185 2,0 17,2
11 1.8 1,7 1,6 1,9 1,8 2,9 3,1 39 54 8,3 8,5 8,1 95 103 90 0,1 52
12 2,3 1,3 1,9 2,7 2,6 2,9 2,9 32 32 2,8 2,7 08 23 2,2 2,0 0,1 24
13 4,8 2,8 2,0 2,4 2,8 2,6 2,6 2,6 3,0 3,0 3,4 34 32 34 3,2 0,8 3,0
14 105 111 1110 10 1,5 122 135 13,6 125 121 11,8 11,3 106 103 105 0,3 11,6
15 3,7 2,9 2,9 2,9 3,8 4,0 3,6 2,5 2,7 2,5 2,7 2,9 21 2,2 3,6 0,3 3,0
M - - - - - - - - - - - - - - - 05 52

Nota: A = animal; V = volume (ml); T = temperatura média; M = média.

Tabela 2 - Gelo com sal - Coletor antigo
A Tempo de coleta (minutos) v T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
2,7 5,1 7,2 8,4 9.9 106 11,0 109 110 11,3 11,6 128 143 144 148 04 10,4

-

2 06 71 82 56 58 76 89 66 65 56 58 65 87 11,0 129 01 72
3 01 01 15 22 04 06 20 -04 -04 -04 18 20 16 20 20 00 02
4 127 132 108 11,9 115 11,0 105 100 99 100 103 96 94 91 91 05 106
5 34 41 53 56 42 40 44 71 74 82 81 61 61 33 84 02 53
6 13 23 38 49 48 50 56 58 64 69 69 67 711 79 84 05 56
7 08 04 -5 16 380 04 54 14 36 -06 40 01 -01 30 60 00 11
8 39 41 42 42 42 54 66 61 63 60 65 58 53 53 52 02 53
9 193 201 202 21,2 235 250 246 248 241 256 245 243 253 250 249 03 235
10 121 96 64 44 82 45 72 43 40 03 06 24 55 67 72 10 55
1M1 76 82 86 92 96 95 91 95 96 107 129 130 136 141 141 03 106
12 35 11 31 46 71 70 67 44 62 11 14 55 79 65 66 03 438
13 415 37 73 108 85 82 106 18 33 27 23 16 23 06 33 05 36
14 12 05 05 12 02 04 13 20 35 50 51 59 59 68 76 06 31
15 10 42 60 81 69 33 14 53 81 90 63 28 36 -7 20 00 39
M ; ; - ; ; ; - - - - - - - - - 04 67

Nota: A = animal; V = volume (ml); T = temperatura média; M = média.
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Tabela 3 - Gelo de dgua - Coletor novo

Tempo de coleta (minutos)

A v T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1169 166 165 168 17,6 186 193 203 21,1 21,6 220 223 233 235 233 05 199
2 95 109 125 143 159 163 168 173 189 196 191 198 210 209 218 05 169
3 255 27,1 270 273 283 286 288 289 297 298 299 299 30,1 301 299 05 287
4 158 209 235 254 265 271 27,5 275 27,8 284 283 286 285 288 288 04 262
5 199 207 209 208 217 223 228 238 250 257 259 261 265 270 272 03 237
6 178 243 264 27,5 287 294 295 299 302 306 306 31,3 312 31,3 315 01 286
7100 11,1 122 141 159 17,8 187 200 209 21,9 228 235 241 246 251 04 188
8 68 85 98 11,9 129 45 156 173 184 199 21,6 226 233 238 241 02 167
9 136 139 41 155 170 181 188 197 207 215 221 227 233 238 240 05 192
10 128 150 180 199 207 21,8 225 225 236 243 245 252 258 260 271 06 219
11 190 235 242 250 266 273 285 284 292 288 292 300 305 302 307 01 273
1210 1,9 28 40 41 45 46 41 49 61 55 63 63 56 53 08 44
13 127 57 177 167 172 181 183 175 180 183 182 175 163 166 184 10 17,1
14 183 213 34 241 250 255 268 277 27,8 279 286 91 293 295 298 02 262
15 139 141 142 150 159 168 17,6 180 180 199 20,1 208 209 212 235 01 17,9
M 3 . - - - . - - - - - - - - .04 209

Nota: A = animal; V = volume (ml); T = temperatura média; M = média.
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