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Eixo 05: Ciéncias Agrarias

Resumo: Novilhas leiteiras sdo fonte de reposicdo nos rebanhos e diversos distirbios afetam
negativamente essa classe, dentre eles, a cetose. O objetivo do estudo foi avaliar a acuracia dos
resultados de dois métodos de avaliacdo portateis (FreeStyle® e KetoVet®) de B-hidroxibutirato e
correlacionar com o método enzimatico padrao ouro. Foram analisadas 150 amostras de sangue e soro
em cinco momentos distintos do periparto de 30 novilhas. A andlise estatistica foi realizada pelo
programa SAS 9.3®. Os resultados demonstraram que os testes portateis ndo substituem o enzimatico
e que o FreeStyle™ pode ser utilizado a campo, mas é necessério substituir o valor encontrado pelo
aparelho na equagdo de regressao.

Palavras-chave: Diagnodstico; Enfermidades; Periodo de Transigao.

Introducio
De acordo com Abdeli et al. (2017), a doenga que vem sendo identificada
mundialmente em altos indices nos rebanhos leiteiros € a cetose, principalmente na forma

subclinica. Esta ¢ mais comum durante o pds-parto imediato e ¢ descrita pelo aumento nas
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concentracdes de corpos cetonicos na corrente sanguinea do animal, principalmente de -
hidroxibutirato (BHB) (PONCHEKI, 2019).

De acordo com alguns autores, o unico método eficiente de deteccdo da cetose
subclinica ¢ a dosagem do BHB no sangue ou soro sanguineo devido a sua estabilidade e
predominancia entre o0s corpos cetonicos circulantes (VANHOLDER et al 2015;
RUTHERFORD, OIKONOMOU e SMITH, 2016). E valido ressaltar que quando esse exame
¢ realizado a partir do soro sanguineo ha uma exigéncia de estrutura laboratorial, cuidados
com o manuseio da amostra, demanda logistica e tempo para emissdo dos resultados
(ALVARENGA et al. 2015).

Para auxiliar os médicos veterinarios a campo que ndo tem acesso ao exame padrao
ouro, e até mesmo facilitar o diagndstico na fazenda, possibilitando que o mesmo seja
realizado de forma econdmica, rdpida e precisa, varios dispositivos eletronicos portateis vém
sendo desenvolvidos e comercializados (JACONDINO et al. 2019). Dentre eles, alguns
dispositivos com principio de aferir glicemia na medicina humana s3o utilizados na
veterinaria para a determinagdo da concentragdo de BHB em rebanhos leiteiros (FIORENTIN
et al. 2017). Bons resultados s3o observados tanto para aparelhos adaptados da medicina
humana (SOUZA et al. 2015) quanto para dispositivos desenvolvidos especificamente para
uso veterindrio (SCHEIDER et al. 2020).

Em vista disso, os objetivos do presente estudo foram (1) comparar a mensuracao
sanguinea de BHB obtida por meio de dois dispositivos eletrdnicos portateis de testagem
rapida e um método enzimatico (padrao ouro); além de (2) determinar qual dos testes rapidos

pode substituir o teste padrao ouro.

Material e Métodos

O estudo foi realizado de outubro de 2020 a julho de 2021 em duas fazendas leiteiras
comerciais localizadas no municipio de Salto do Lontra (PR), mediante aprovacao pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal da Fronteira Sul -
UFFS (n° 8290280720, 5403300919 e 6321041021).

Ambas as propriedades adotavam manejo alimentar semelhante. No periodo entre -60
e -30 dias antes do parto, os animais se alimentavam de silagem de milho, pré-secado de

aveia, ragdo comercial, farelo de soja e sal mineral comercial. Aproximadamente 30 dias antes
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do parto (-30), os animais passavam a se alimentar com silagem de milho, feno e ragao,
preparada na propriedade, composta por farelo de soja, casquinha de soja, mineral pré-parto.

Para o estudo foram selecionadas 30 novilhas higidas e sem historico recente de
enfermidades (Fazenda 1 = 20 novilhas; Fazenda 2 = 10 novilhas). Para avaliagdo do BHB
foram coletadas 5 amostras de sangue de cada uma das 30 novilhas: -15 dias antes do parto
(M1), dia do parto (M2), sete dias apos o parto (M3), 15 dias apds o parto (M4) e trinta dias
apos o parto (M5).

O sangue foi coletado por pungdo a veia coccigea usando o sistema Vacutainer® (BD,
New Jersey, EUA), em tubos plasticos com EDTA e com capacidade de 5 mL para mensurar
BHB por meio dos métodos portateis eletronicos. Para dosagem enzimatica de BHB foram
utilizados tubos plasticos sem anticoagulante com capacidade de 10 mL. Os tubos foram
acondicionados em caixas isotérmicas, na temperatura de 4°C e encaminhadas ao Laboratdrio
de Andlises Clinicas da Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria Universitaria
(SUHVU) da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Realeza.

Foram realizadas a mensuragdes dos teores de BHB com auxilio dos dosimetros
portateis FreeStyle Optium B-ketone® (Abbott Diabetes Care) e Ketovet® (TaiDoc Technology
Corporation). Para isso, o tubo com EDTA foi homogeneizado e com auxilio de um capilar,
uma gota de sangue foi colocada sobre as fitas de cada um dos testes conforme as instrucdes
de cada fabricante. Os resultados foram exibidos na tela apos dez segundos no FreeStyle® e
cinco segundos no Ketovet®. Os valores de cada momento foram registrados na ficha
individual de cada animal.

As amostras dos tubos sem anticoagulante foram centrifugadas a 4330 g por dez
minutos. O soro obtido foi separado, armazenado em tubos tipo Eppendorf®, identificados e
conservados em freezer - 80 °C para posterior dosagem do BHB de forma enzimatica. Para
avaliagdo de BHB no soro foi utilizada a metodologia enzimatica colorimétrica, considerada
Padrao Ouro para esse tipo de analise. O kit comercial utilizado foi o Ranbut D-3-
Hydroxybutyrate® (Randox Laboratories Ltda). O exame foi realizado em analisador
bioquimico automatico Labtest® (Labmax 240, Japao).

Para a comparac¢do entre os diferentes exames de BHB (Ketovet®, FreeStyle® ou
Padrao ouro) em relagdo ao momento de coleta, a estatistica descritiva foi representada pela
média aritmética e erro padrdo da média (EPM). Estes dados foram obtidos por meio do

procedimento Means programa SAS 9.3 (SAS/STAT, SAS Institute Inc.). Para a elaboragao
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das equagdes e dos graficos de regressdo, bem como a predigdo dos valores de BHB do
Padrio ouro (Analisador automatizado), usando os dois testes rapidos (Ketovet® e
FreeStyle®), foi utilizado o programa Sigmaplot 12.0. As andlises de regressdo foram
expressas como curvas de regressdo linear simples. A concordancia entre os métodos foi
verificada usando o grafico de diferencas de Bland-Altman (BLAND e ALTMAN, 1986) com

intuito de verificar qual(is) dos métodos testados poderia(m) substituir o Padrao ouro.

Resultados

A comparagdo dos niveis de BHB entre os trés métodos testados, de acordo com os
diferentes momentos de coleta de sangue, pode ser observada na Figura 1. Observa-se
semelhante formato na curva de BHB durante o periparto, quando comparados os trés testes.

No entanto, na média, o Ketovet® apresentou resultados maiores que os outros dois testes, no

decorrer de todos os momentos experimentais.
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Legenda: * Letras maiisculas diferentes indicam diferenca entre oz testes avaliados. Letras mindsculas
diferentes, indicam diferenga entre os momentos avaliados.

Figura 1. BHB (médias £ EPM) e valores de P (Exame, Tempo ¢ Exame*Tempo) obtidos nos cinco

momentos de avaliagdo através do Padrido ouro (teste automatico) e aparelhos portateis (Free Style® e
KetoVet®).

No teste de Bland-Altman, ndo houve diferenca entre a média e a média das diferencas

para os métodos FreeStyle® e o Padrao ouro. No entanto, quando analisadas a equagdo de
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regressao linear obtida com as diferencas entre os métodos, houve um viés de propor¢ao, onde
o FreeStyle® acabou gerando alguns valores maiores que o Padrdo Ouro. Nesse caso, o
método FreeStyle® ndo ¢ capaz de substituir integralmente o método enzimatico. Apesar
disso, esse teste rapido pode ser usado a campo, desde que o valor obtido seja substituido na

equacao = 0.473 + 0.989 * (valor obtido no aparelho).

Discussio

Fundamentando os resultados apresentados na Figura 1, as variacdes que ocorrem ao
redor do parto nos niveis de BHB foram visualizadas. Além disso, foi possivel identificar o
aumento da concentracdo de corpos cetonicos durante o poOs-parto imediato. As maiores
concentracoes de BHB foram vistas no M3 e M4, podendo-se inferir que houve uma
tendéncia dos animais apresentarem cetose, onde as concentragdes de BHB se mostraram
levemente elevadas.

Ao utilizar o aparelho de uso veterinario, Ketovet®, os valores de BHB foram
superestimados em todos os momentos experimentais. Quando isso acontece, resultados
falsos positivos sdo diagnosticados (JACONDINO et al. 2019), interferindo na conduta
terapéutica e gerando muitas vezes tratamentos desnecessarios, gastos com medicamentos,
além de influenciar negativamente nas condutas em relagdo ao manejo pré-parto dos animais e
monitoramento de saude do rebanho (ALVARENGA ef al.2015).

Foi realizado o teste de Bland-Altman, considerado um teste de predi¢do, o qual
mostra com mais confiabilidade se os valores obtidos pelo método testado podem substituir o
padrao ouro (BLAND e ALTMAN, 1986). Voyvoda e Erdogan (2010), em um estudo
realizado com vacas leiteiras também utilizaram o grafico de diferenca de Bland-Altman com
intuito de comparar o aparelho Optium Xceed® com o padrio ouro e, da mesma forma que na
presente pesquisa, puderam verificar um pequeno viés entre os testes, onde o aparelho
humano apresentou valores mais altos que o padrao ouro.

Em contrapartida, quando analisados o teste de Bland-Altman entre o método
KetoVet® e o Padrio ouro, foi possivel observar diferenga entre todos os pardmetros. Dessa
forma, os resultados de B-hidroxibutirato obtidos por meio do KetoVet® ndo podem substituir

os valores obtidos no método automatizado (Padrao ouro).

Conclusao
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Os resultados dessa pesquisa demostram que o dosimetro portatil FreeStyle® utilizado
durante o periparto de fémeas Holandés apresenta valores de BHB semelhantes aos obtidos
por meio do analisador bioquimico. No entanto, o BHB oriundo do analisador bioquimico
(Padrdo ouro) ndo pode ser integralmente substituido pelos valores de BHB obtidos nos

dosimetros portateis FreeStyle® ou KetoVet®.
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