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Lavado traqueobrdénquico por via nasotraqueal como
metodologia de colheita de células do trato respiratério
de ovinos sadios e portadores de afeccées pulmonares!
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ABSTRACT.- Marcondes J.S., Martins M.T.A., Silva A.A., Rodrigues M.M.P., Ferreira
D.O.L., Amorim R.L., Dias A. & Gongalves R.C. 2011. [Tracheobronchial lavage by
nasotracheal via to collect cells of respiratory tract of health and broncopneumonic
ovines.] Lavado traqueobronquico por via nasotraqueal como metodologia de colheita de
células do trato respiratério de ovinos sadios e portadores de afec¢des pulmonares. Pes-
quisa Veterindria Brasileira 31(4):281-286. Departamento de Clinica Veterinaria, Faculda-
de de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Distrito de Rubigo
Junior s/n, Botucatu, SP 18618-000, Brazil. E-mail: calderon @ fmvz.unesp.br

Exams of tracheobronchial secretions are widely used in research of lung diseases in
several animal species, including men. The objective of this paper was to investigate feasibility
of the technique for harvesting trachea-bronchial lavage in sheep and to verify its clinic-
cytological relationship in healthy sheep and others suffering from pneumonia. In this study
33 sheep were used, 18 healthy and 15 sheep with clinical signs of respiratory disease,
divided into groups GS and GD. Clinic examination was performed by obtaining tracheobron-
chial lavage through the nasal route. The crop was washed with the addition and aspiration
of sterile saline. The samples were processed by cytospin and staining with Wright-Giemsa
and Shorr. The total cell count and the number of red blood cells per milliliter was higher in
the group of sheep with bronchopneumonia. In healthy animals predominance of macropha-
ges was noted, followed by the number of epithelial cells, neutrophils and lymphocytes. In
the group of sick animals fewer macrophages and predominance of the neutrophil population
were noted. Because of its easy performance to obtain representative material, the technique
studied was considered effective to obtain tracheobronchial fluid and therefore is a good
method to harvest cells for research of the airways.

INDEX TERMS: Respiratory disease, pneumonic, tracheobronchial lavage, cytology, respiratory
system, sheep.

RESUMO.- Os estudos das secre¢des traqueobrdnquicas
sao amplamente utilizados nas pesquisas de doencas pul-
monares nas diversas espécies animais, inclusive no ho-
mem. Os objetivos desta pesquisa foram a viabilizagao da
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técnica de colheita de lavado traqueobrénquico na espécie
ovina e o estudo da rela¢&o clinico-citoldgica do lavado de
ovinos portadores de broncopneumonia e sadios. Foram
utilizados 33 ovinos, 18 sadios e 15 portadores de enfermi-
dade respiratéria com sinais clinicos de envolvimento das
vias aéreas, divididos nos respectivos grupos, GS e GD.
Apds o exame fisico foi realizado o lavado traqueobrénqui-
co por via nasotraqueal. A colheita do lavado foi feita com a
inoculacdo e aspiracao de solucao fisiolégica estéril. As
amostras foram processadas citologicamente através de
citocentrifugacéo e coradas pelos métodos Wright-Giemsa
e Shorr. Tanto a contagem total de células epiteliais quanto
0 numero de hemécias por mililitro foi maior no grupo de
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animais com broncopneumonia. Nos animais sadios notou-
se predominio de macréfagos, seguido por células epiteliais
cilindricas, neutrdfilos e linfécitos. No grupo de animais do-
entes havia menor nimero de macréfagos, e predominio da
populagao de neutrdfilos. Por ser de facil realizagao, pouco
dispendiosa e pela obtencéo representativa de material, a
técnica estudada mostrou-se eficaz na obtencao de fluidos
traqueobrdénquicos e, portanto um bom método de colheita
de células para uso nas pesquisas de vias aéreas.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Doengas respiratérias, pneumo-
nia, lavado traqueobrdnquico, citologia, aparelho respiratério,
ovinos.

INTRODUCAO

A ovinocultura é uma das principais atividades agropasto-
ris no estado de Sao Paulo. O aumento do numero de ani-
mais criados associa-se diretamente ao aumento dos pro-
blemas respiratdrios e perdas econdmicas, exigindo desta
maneira o desenvolvimento de metodologias para um di-
agnostico mais preciso dessas doengas.

Sabe-se da importancia do estudo das secre¢des do
trato respiratério em diferentes espécies, como nos equiinos
(Viel 1983) e bovinos (Gongalves 1997), bem como as téc-
nicas de colheita, ja padronizadas e estabelecidas para
cada finalidade, tanto para confirmacao etioldgica (Gon-
calves 1987) quanto para a avaliagao citoldgica (Gongal-
ves 1997, Fernandes et al. 2000). No entanto, a utilizagéo
da técnica de colheita do lavado traqueobrénquico em ovi-
nos ainda nao é explorada. Como nas outras espécies
(Goncalves 1997, Fernandes et al. 2000, Gongalves et al.
2004), deve ser util para o diagnostico e progndstico de
enfermidades do trato respiratorio.

A principal utilizagdo dos ovinos no estudo das secre-
¢cOes broncoalveolares tem como alvo as doencas respira-
tdrias do homem (Gorin et al. 1979, Rola-Plesczynski et al.
1981, Bégin etal. 1983, Bossé et al. 1987, Burrells & Williams
1987, Mornex et al. 1994, Brogden et al. 1998). No entanto,
recentemente, Sheehan et al. (2005) demonstraram a utili-
zacao do lavado broncoalveolar por via transtraqueal nesta
espécie, para no uso diagnoéstico de agentes etioldgicos e
alteracdes celulares. Trata-se porém de uma técnica invasi-
va que pode eventualmente ocasionar alteragdes como he-
morragia, celulite e infec¢do no local de pungéo da traquéia
(Whitwell & Greet 1984, Hoffman et al. 1997).

O objetivo deste trabalho é descrever uma nova técni-
ca de lavado traqueobrdnquico, pela via nasotraqueal, e
os achados citoldgicos em ovinos sadios e naturalmente
acometidos por broncopneumonia, com o intuito de apri-
morar e aumentar as possibilidades de métodos de colhei-
ta de secregdes brdnquicas na espécie ovina, para uso,
tanto no diagnéstico clinico, quanto na pesquisa das en-
fermidades respiratdrias desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Foram incluidos neste estudo 33 ovinos, independentemente
de raca e sexo, com idade entre dois e quatro anos, seleciona-
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dos aleatoriamente em fazendas da regido de Botucatu-SP e
os encaminhados ao servico de Clinica de Grandes Animais
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Unesp
de Botucatu.

Os animais foram submetidos ao exame fisico do aparelho
respiratério para detectar sinais clinicos que caracterizassem
afeccdes respiratdrias (Gongalves 2004). Com base no histori-
co e na presenga de sinais de enfermidade respiratdria, foram
divididos em dois grupos: Grupo GS constituido por 18 ani-
mais sadios, mantidos em sistema semi-intensivo, de acordo
com manejo instituido na propriedade; e, Grupo GD constitui-
do por 15 animais, mantidos nas mesmas condi¢cdes de mane-
jo, no entanto apresentando sinais de broncopneumonia (BCP).

Sondagem nasotraqueal. Para a realizagdo de lavagem
traqueobrdnquica, os animais foram contidos em estagéo, com
a cabeca e pescocgo estendidos e alinhados com a coluna
vertebral. Antes da sondagem realizou-se antissepsia da area
externa das narinas com alcool iodado a 2%. Em seguida in-
troduziu-se uma sonda guia siliconizada de 70cm de compri-
mento e 5mm de didmetro, previamente esterilizada em 6xido
de etileno* e embalada individualmente, no vestibulo nasal,
passando pelo meato nasal médio. Quando na orofaringe, foi
feito um movimento de rotacao de 180° para direcionar a extre-
midade da sonda dorsalmente e introduzi-la na laringe e tra-
quéia. Esta sonda foi lubrificada com lidocaina gel para redu-
zir o desconforto. Meneios de cabega, saida de ar pela extre-
midade da sonda guia, seguida ou ndo de tosse foram os si-
nais indicativos da localizagao da sonda na traquéia. A seguir,
durante a inspiragéo, empurrou-se a sonda pela traquéia até a
regiao da carina, quando foi fixada manualmente (Fig.1).

Por dentro da sonda guia foi introduzida uma sonda de
polietileno com 85cm de comprimento e 3mm de diametro,
adaptada a uma agulha calibre 16, sem bisel, até ultrapassar a
extremidade da sonda guia em aproximadamente cinco centi-
metros, produzindo tosse pelo estimulo direto da carina. A son-
da de polietileno era marcada individualmente, para saber o
quanto tinha sido introduzida.

Apds a sondagem nasotraqueal, as amostras foram colhi-
das por lavagem traqueobronquica (Goncgalves et al. 2004,
Marcondes 2007). Por meio de uma seringa estéril com capa-

==

Fig.1. Passagem da sonda de polietilené através da sonda
guia siliconizada. Notem-se a fixagdo da extremidade da
sonda guia e contencdo da cabeca do animal.

4 Oximed Tecnologia em Esterilizagéo Ltda, Sao José do Rio Preto, SP.
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cidade de 60ml, adaptada ao conjunto sonda de polietileno-
agulha foi injetado e imediatamente aspirado um mililitro por
quilo de peso vivo de solugdo salina isotonica comercial esté-
ril e apirogénica. Aspiracbes sucessivas foram realizadas a
medida que a sonda foi progressivamente retirada. Apds a
obtencdo da amostra, o conjunto de sondas foi completamen-
te removido. O liquido aspirado que apresentasse turvagao foi
considerado adequado para exame citoldgico.

O lavado traqueobrénquico obtido foi acondicionado em tubo
de ensaio de polietileno, armazenado em caixa isotérmica com
gelo e enviado ao Laboratério de Citopatologia do Servigo de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de
Botucatu (FMVZ), Unesp, no tempo maximo de duas horas, para
processamento e realizagdo dos estudos citoldgicos.

Processamento da amostra. Obteve-se a impressao ce-
lular de 6mm de diametro por meio de citocentrifugagdo® de
200 microlitros do lavado traqueobrénquico a 89 x G por seis
minutos, utilizando laminas histoldgicas de vidro com extremi-
dade fosca.

Depois de fixadas, as laminas foram coradas por metodo-
logia de Shorr e Wright-Giemsa. Estas coloragdes foram utili-
zadas para identificar as células, avaliar suas caracteristicas
morfoldgicas e realizar a contagem diferencial.

Contagem total das células. A contagem do numero total
de células foi realizada em camara de Neubauer, sem a utili-
zacao de corantes. Foram utilizados os nove quadrados da
camara, em analogia com a técnica descrita para contagem de
leucdcitos (Coles 1984). O numero total de células encontrado
foi multiplicado por 1,1 (fator de correcéo), fornecendo o nu-
mero total de células por microlitro de lavado. Multiplicou-se o
valor encontrado por 10° para obtengdo do valor em células
por mililitro (cél/ml).

Contagem diferencial das células. Para cada amostra fo-
ram analisados o numero e a porcentagem de células epiteli-
ais cilindricas (CEC), macrdfagos (M), neutrdfilos (N), linfcitos
(L) e eosindfilos (E). Foram contadas 400 células em micros-
copio éptico comum com aumento de 400 vezes. Nas laminas
que apresentavam muitos aglomerados celulares, a contagem
diferencial foi feita na periferia.

Foram anotadas alteragdes como presenca de muco, de
particulas estranhas, de neutréfilos degenerados, fagocitose
de particulas e/ou de bactérias, eritro e leucofagocitose, va-
cuolizacdo dos macréfagos, macréfagos bi e tri-nucleados e
aglomerados celulares nas amostras.

Andlise estatistica. Para a andlise dos resultados citol6gi-
cos e de parametros vitais, utilizou-se o teste ndo-paramétrico
de Kolmogorov-Smirnov (Zar 2010) com o calculo da estatisti-
ca e seus respectivos valores-p. As andlises estatisticas foram
realizadas no programa SPSS v.15. Nos casos em que p<0,05,
a diferencga foi considerada estatisticamente significativa e fo-
ram efetuados testes de contrastes entre as medianas dos gru-
pos de animais sadios e doentes, visto que as variaveis anali-
sadas ndo tiveram distribuicdo normal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Exame clinico

Os valores médios encontrados para os parametros
vitais avaliados nos grupos sadio (GS) e doente (GD), apre-
sentados no Quadro 1, ndo mostraram diferencga estatisti-

5 Revan Centrifuga Ciclo Cito.

ca significativa. No entanto, em ambos os grupos, os va-
lores médios para a frequéncia respiratdria foram maiores
do que os valores considerados normais por Feitosa (2008).

Os sinais clinicos, com suas respectivas frequéncias
e porcentagens encontradas nos ovinos sadios (GS n=18)

Quadro 1. Temperatura, frequéncias respiratoria e cardiaca
dos ovinos clinicamente sadios e portadores de enfermidade
respiratdria

Variaveis Grupos Média Mediana Desvio Valor de p*
padrao
Temperatura  GS?2 39,01 39,00 0,55 0,606
(°C) GDP 38,79 38,5 0,73
Frequéncia GS 33,22 32,00 4,90 0,977
Respiratéria GD 34,80 36,00 8,27
Frequéncia GS 88,34 88,00 10,83 0,146
cardiaca GD 88,34 88,00 10,83

aGS = Grupo de animais sadios, P GD = Grupo de animais portadores de
doenca respiratéria, Teste ndo-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov.

Quadro 2. Numero e porcentagem dos achados clinicos
observados nos ovinos clinicamente sadios e portadores
de enfermidades respiratorias

Sinais clinicos Grupos
GS? (n=18) GDP (n=15)
N°de % N de %
animais animais

Tosse 0 0 4 26,17
Corrimento nasal 0 0 8 53,3
Dispnéia mista 0 0 1 6,7
Frémito traqueal 0 0 0 0
Frémito toracico 0 0 0 0
Reflexo de tosse 0 0 7 46,7
Ruido laringo-traqueal aumentado 0 0 8 53,3
Ruido traqueo-brénquico aumentado 0 0 12 80,0
Ruido bronco-bronquiolar rude 0 0 0 0
Area de siléncio 0 0 0 0
Inspiragéo entrecortada 0 0 5 33,3
Crepitacado grossa 0 0 13 86,7
Crepitagao fina 0 0 0 0
Roncos e sibilos 0 0 0 0
Roce pleural 0 0 0 0
Odor expiratério putrido 0 0 0 0
Temperatura aumentada 0 0 1 6,7
Frequéncia respiratéria aumentada 10 55,6 9 60,0
Frequéncia cardiaca aumentada 3 16,7 1 6,7

aGS = Grupo de animais sadios, P GD = Grupo de animais portadores
de doenca respiratoria.

Quadro 3. Células nucleadas e hemacias presentes no
lavado traqueobronquico de ovinos clinicamente sadios e
portadores de enfermidade respiratdéria

Variaveis Grupos Média Mediana Desvio Valor

padrao de p*

Células Nuclea- GS2 67.661,1 58.125,0 49.297,9 0,168
das(células/ml) GDP 251.563,3 105.600 584.581,1

Hemacias GS  26.027,8 4.675,0 50.218,2 0,713
(células/ml) GD  70.390,0 3.300,0 188.736,0

a8 GS = Grupo de animais sadios, P GD = Grupo de animais portadores

de doenca respiratdria, Teste nao-paramétrico de Kolmogorov-
Smirnov.
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e portadores de BCP (GD n=15) estao apresentados no
Quadro 3. No grupo sadio foi constatado aumento de fre-
quéncia respiratéria em 55,6% e aumento da frequéncia
cardiaca em 16,7% dos animais. Essa elevacao foi atribu-
ida ao estresse dos animais durante contencao.

A porcentagem dos sinais clinicos presentes nos ani-
mais doentes (Quadro 2), caracterizou o grupo de animais
com broncopneumonia (GD). Crepita¢ao grossa e aumento
do ruido traqueobrdénquico foram os sinais clinicos mais
observados, presentes em 86,7% e 80,0% respectivamen-
te, seguidos de frequéncia respiratoria aumentada em 60%,
de ruido laringotraqueal aumentado e corrimento nasal em
53,3% e de reflexo de tosse em 46,7% dos animais. Em
proporgao intermedidria notou-se inspiragcao entrecortada em
33,3% e tosse em 26,7% dos animais do grupo GD. Os
sinais menos frequentes foram dispnéia mista e aumento
da freqliéncia cardiaca e da temperatura presentes em 6,7%.

O grupo de ovinos com broncopneumonia caracterizou-
se pela maior ocorréncia de sinais clinicos que, principal-
mente em associa¢cao, demonstraram comprometimento
broncopulmonar (Stéber 1993, Radostits et al. 2002, Gon-
calves 2004, Wilson & Lofstedt 2006). A citologia do LTB
dos animais deste grupo mostrou predominio de neutrdéfi-
los seguido por macréfagos, concordando com Gongalves
(1997) que trata da broncopneumonia em bovinos.

Os sinais referentes a frémito traqueal, frémito toraci-
co, ruido broncobronquiolar aumentado, area de siléncio,
crepitacao fina, roncos, sibilos, roce pleural e odor expiratério
putrido, ndo foram encontrados nos animais do grupo GD.
No exame geral do rebanho, verificou-se um nimero acen-
tuado de animais com corrimento nasal e tosse, embora,
sem sinais de envolvimento pulmonar a auscultacéo e per-
cusséao do torax.

Estudo citoldgico do lavado traqueobrénquico

O liquido foi depositado na bifurcagao traqueal, evitan-
do-se a limitagédo provocada pela lavagem broncoalveolar
as cegas, realizada com a introdugdo do tubo guia no
brénquio (Taylor et al. 1989, Sweeney & Beech 1991) ou
pela endoscopia (Pringle et al. 1988, Allen et al. 1992). A
introducao deste tubo contribuiu, também, para desenca-
dear o reflexo de tosse, favorecendo a colheita de células
das regides mais profundas das vias aéreas (Roszel et al.
1986, Gongalves 1997).

O Quadro 3 mostra a contagem do numero total de célu-
las nucleadas e heméacias por mililitro do lavado traqueobron-
quico de ovinos clinicamente sadios (GS) e portadores de
BCP (GD). O numero médio de células nucleadas encontra-
das nos grupos GS e GD foram de 67.661,1+49.297,9 e
251.563,3+584.581,1 células por mililitro, respectivamente.
O grupo sadio apresentou média de hemacias de
26.027,8+50.218,2 e 0 grupo GD de 70.390,0+188.736,4 he-
macias por mililitro de lavado. Verificou-se, no grupo GD, au-
mento tanto do nimero de células nucleadas quanto do nu-
mero de hemacias em relacéo ao grupo GS. Embora nao
diferindo estatisticamente, este fato mostra que houve des-
camacao celular e afluxo de células decorrentes do processo
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Quadro 4. Porcentagem de macréfagos, células epiteliais
cilindricas, neutréfilos, linfocitos e eosindfilos presentes
no lavado traqueobrénquico de ovinos clinicamente
sadios e portadores de enfermidades respiratérias

Variaveis Grupos Média Mediana*  Desvio
padrao
Macréfagos(%) Gs?2 65,69 67,87¢ 15,84
GDP 38,50 26,384 25,23
Células epiteliais GS 15,35 12,66¢ 10,04
cilindricas(%) GD 18,88 9,74¢ 21,40
Neutrofilos(%) GS 16,67 12,13¢c 14,35
GD 39,40 37,164 33,70
Linfocitos(%) GS 1,48 1,19¢ 1,30
GD 1,43 0,88¢ 1,66
Eosindfilos(%) GS 0,82 0,13¢ 1,84
GD 1,79 0,0°¢ 4,76

a GS = Grupo de animais sadios, ® GD = Grupo de animais portadores
de doenca respiratoria,

"Medianas seguidas de letras iguais nao diferem pelo teste nao-
paramétrico de Kolmogorov-Smirnov (p>0,05).

inflamatorio (Gongalves 1997). Apesar disso, a variagao do
numero total de células entre os animais do mesmo grupo foi
tao grande, que carece de credibilidade se for utilizado como
dado unico para interpretagéo da gravidade do processo infla-
matdrio (Zinkl 2002). A contagem diferencial contorna as difi-
culdades de se utilizar o numero total de células do lavado
traqueobrdnquico na diferenciagéo de animais sadios e por-
tadores de afeccdes respiratorias, mostrando diferenca es-
tatisticamente significativa (p<0,05) entre a propor¢éo de cé-
lulas estudadas.

Pelos resultados obtidos neste trabalho (Quadro 4), o
lavado traqueobrdnquico dos ovinos do GD teve a mesma
proporgao celular do lavado de bovinos com BCP modera-
da, segundo Goncalves et al. (2004), embora nao se pos-
sa afirmar com seguranca a correspondéncia direta de
celularidade entre bovinos e ovinos. Apesar de haver aglo-
merados de neutrdfilos nas Iaminas dos animais do GD,
seu numero era reduzido, o que é citado também por ou-
tros autores (Gongalves et al. 2004).

No GS a porcentagem de macrofagos foi predominante
(65,69%), seguida por neutrdfilos (16,67%), células epiteli-
ais cilindricas (15,35%) e em menores proporg¢oes, linféci-
tos (1,48%) e eosindfilos (0,82%). No GD a populagao ce-
lular predominante foi de neutrdéfilos com 39,40%, seguida
de macrofagos (38,50%), CEC (18,88%), eosindfilos
(1,79%) e linfocitos (1,43%).

Comparando-se as medianas dos dois grupos, a menor
porcentagem do numero de macréfagos do GD (26,38%) foi
estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparada aos
67,87% do grupo sadio e 0o aumento na porcentagem de neu-
tréfilos, de 34,26% no GD, contra os 16,67% de neutrdfilos
no grupo GS foi, também, significativa (p<0,05) (Quadro 4).

Essa diferenca mostrou-se importante na identificagéo
entre os dois grupos, doentes e sadios, sendo estatistica-
mente diferentes quando comparadas as medianas dos
grupos. Os outros tipos celulares mostraram quantidades
pequenas, sem importancia para a diferenciagéo dos gru-
pos sadio e doente.
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Fig.2. Visdo panoramica de células do lavado traqueobrénqui-
co de ovinos portadores de broncopneumonia, com predo-
minio de neutrdfilos. Giemsa, obj.40x.

Fig.3. Visao panoramica de células do lavado traqueobrénqui-
co de ovinos sadios, com predominio de macréfagos. Shorr,
obj.40x.

As porcentagens de linfdcitos e eosindfilos, apesar de
nao diferirem estatisticamente, foram maiores nos animais
doentes, com valores de 1,67 e 1,58 do que nos animais
sadios, 1,44 e 0,77 respectivamente.

As principais alteracdes observadas nas laminas dos
animais doentes foram: presenga abundante de muco, cé-
lulas epiteliais cilindricas desprovidas de cilios (ciliocitofto-
ria), degeneracgao de neutrdfilos, macrofagos binucleados,
aglomerados de neutrdfilos, presenca de bactérias livres e
fagocitadas e fagocitose de particulas estranhas (Fig.2). Nos
animais do grupo sadio observou-se: macréfagos bi e trinu-
cleados e aglomerados de células cilindricas ciliadas; em
poucos animais deste grupo notou-se presenca de muco,
bactérias livres e fagocitose de particulas estranhas.(Fig.3)

Principalmente por ser de facil realiza¢éo, pouco invasi-
va, mais acessivel economicamente que a endoscopia e de
baixo risco quanto as seqielas nos animais, torna-se uma
importante ferramenta na colheita de amostras das vias aé-
reas inferiores, tanto para pesquisas quanto para o uso pelos
profissionais a campo, como auxilio diagndstico das doen-

cas respiratorias. As considerages relacionadas a técnica,
bem como a falta de informagdes nesta espécie, qualificam
alavagem traqueobrdénquica por sondagem nasotraqueal com
tubo guia, como método opcional excelente para colheita e
estudo citoldgico dos problemas respiratérios nos ovinos.
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