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RESUMO GERAL

A deteccao de alguns processos inflamatdérios (PIl) nos bovinos € um desafio para os
clinicos a campo. O teste de glutaraldeido (TG), um exame que indica a presenca de
Pl pela rapidez de coagulacdo do sangue bovino, simples e rapido, realizado durante
0 exame fisico, objetiva superar esta dificuldade. Com o presente estudo verificou-se
a eficacia do teste de glutaraldeido (TG) em detectar e predizer Pl tanto leves (PIL)
quanto graves (PIG), classificados segundo o diagndstico clinico de diferentes
doencas na espécie bovina. O experimento foi realizado com 176 fémeas bovinas,
com idade = 12 meses, realizando-se o exame fisico (frequéncia respiratéria (FR),
frequéncia cardiaca (FC), frequéncia de movimentos ruminais (MR), temperatura
corporea via retal (TR), condicédo corporal (EC), escore de locomocao (EL), exames
de sangue e bioquimicos (hematocrito (HT), proteina total (PT), albumina (ALB),
globulina (GLO), relacao albumina/globulina (ALB/GLO) e fibrinogénio (FIB)), além
do TG em quatro categorias. A idade média dos bovinos foi proxima de quatro (3,93)
anos, a um maximo de 13 anos. Os animais classificados como PIG (n=57)
obtiveram média de FR maior, claudicavam mais e eram mais velhos do que os
animais classificados como PIL (n=119; p<0,05), porém néo diferiram na TR. O TG
foi consideravelmente mais rapido (p<0,0001) no grupo PIG (6min20s£4min19s)
comparado ao grupo PIL (9min42st4min25s). A FR com um valor de p=-0,5185 e o
EL 0=-0,3377 (p<0,0001) correlacionaram-se de forma moderada a fraca com o TG.
Os MR, a FC e a TR nao tiveram influéncia sobre o TG. Observou-se uma
correlagdo positiva do HT em relagdo ao TG (p=0,4591; p<0,0001). Outras
correlacdes observadas foram a ALB, a GLO e a relacdo ALB/GLO com correlagdes
respectivamente de p=-0,4212 (p<0,0001), p=0,2106 (p=0,005) e p=-0,3537
(p<0,0001). Quanto maior é o FIB menor € o tempo no TG (p=-0,3356; p<0,0001). O
TG obteve sensibilidade de 66,7 %, especificidade de 74,8 %, valor preditivo positivo
de 55,9 % e um valor preditivo negativo de 82,4 %. O TG demonstrou ser um valioso
método para deteccdo de Pl em 10,80 % das vacas consideradas saudaveis pelo
exame fisico, sendo que exames laboratoriais confirmaram alteracdes a posteriori
em 8,52 % das vacas. O TG constitui uma ferramenta de auxilio diagnostico capaz
de detectar corretamente os Pl mais graves nas condicbes de campo, pela sua
rapidez e facilidade de aplicacao durante o exame em bovinos.
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Diagndstico.
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ABSTRACT

The detection of some inflammatory processes (IP) in cattle is a challenge for
clinicians in the field. The glutaraldehyde test (GT), a simple and rapid blood test
performed during physical examination of the bovine which evaluates IP based on
speed of blood coagulation, aimes to overcome this difficulty of the veterinarian. With
the present study, we verified the efficacy of the glutaraldehyde test (GT) in detecting
and predicting both mild (MIP) and severe (SIP) inflammatory processes, classified
according to the clinical diagnosis of different diseases in cattle. The experiment was
carried out with 176 female cattle, aged = 12 months, performing physical
examination (respiratory rate (RR), heart rate (HR), frequency of ruminal movements
(RM), rectal body temperature (RT), body condition (BC), locomotion score (LS));
blood and biochemical evaluation (hematocrit (HT), total plasmatic protein (TPPT),
albumin (ALB), globulin (GLOB), albumin/globulin relation (ALB/GLO) and fibrinogen
(FIB) in addition to GT in four categories. The mean age of cattle was close to four
(3,93) years, with a maximum of 13 years. The animals classified as SIP (n = 57) had
a higher mean RR, claudicated more and were older than the animals classified as
MIP (n=119; p<0,05), but did not differ in the RT. GT was also considerably faster
(p<0,0001) in the SIP group (6min20s+4minl19s) compared to the MIP group
(9min42s+4min25s). By checking the correlations, the RR with a value of p=-0,5185
and the LS ¢=-0,3377, (p<0,0001) had a moderate to weak correlation with the GT.
RM, HR and RT had no influence on GT. There was a positive correlation between
HT and GT (p=0,4591, p<0,0001). Other correlations observed were ALB, GLO and
ALB/GLO with correlations respectively p=-0,4212 (p<0,0001), p=0.2106 (p=0,005)
and p=-0,3537 (p<0,0001). The higher the FIB the lower the time in the GT (p=-
0,3356, p<0,0001). The TG obtained a sensitivity of 66.7%, a specificity of 74.8 %, a
positive predictive value of 55.9 % and a negative predictive value of 82.4 %. GT was
a valuable instrument for IP detection in 10,80% of cattle considered healthy by
physical examination, with laboratorial tests confirming alterations a posteriori in
8,52% of the animals. GT is a diagnostic aid, able to correctly detect the most serious
IP in the field conditions due to its speed and ease of application during examination
of dairy cattle.

Keywords: Bovine, Glutaraldehyde Test, Inflammatory Process, diagnosis.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A boa salde dos animais esta relacionada a genética, ao ambiente, a
alimentacdo, ao manejo e ao dia-a-dia da gestdo da propriedade. Qualquer
alteracdo nesses fatores pode ocasionar disturbios fisiologicos, passiveis de
desencadear doencas (Rodriguez-Ledesma et al. 2015). Tanto as doencas
infecciosas, quanto as traumaticas, desencadeiam processos inflamatorios (Pl)
no organismo animal (Medzhitov 2008).

Para o diagnostico, além do exame fisico, existem ferramentas auxiliares
importantes que sdo a hematologia e a bioguimica clinica. Devem ser usadas
juntamente com outros dados do exame clinico no diagnostico de inflamacdes
inaparentes nos bovinos, assim como também o monitoramento de pacientes em
tratamento ou sob observacdo, aumentando a confiabilidade do diagnostico
(Dirksen et al.1993, Gonzéalez 2009). Na rotina clinica, para o diagndéstico e
prognostico de Pl agudos ou cronicos classicamente sdo mensurados o
fibrinogénio (hiperfibrinogenemia) e as globulinas (hiperglobulinemia) no sangue
(Dirksen et al. 1993, Furll 2005). Mais recentemente acrescentaram-se a estes
exames classicos a avaliacdo da resposta inflamatoria pelas proteinas da fase
aguda, como a ceruloplasmina, a haptoglobina e o amil6ide sérico A (Murata et
al. 2004), que se mostraram biomarcadores confiaveis e precoces, por exemplo,
nos bovinos com mastite estafilococica e onfaloflebites (Simplicio et al. 2013).

No entanto, assim como o exame do fibrinogénio e das globulinas, a
mensuracdo de proteinas de fase aguda da inflamacdo requer o uso de
aparelhagem especifica e execu¢do em ambiente laboratorial.

O TG baseia-se na coagulagdo induzida do sangue total colhido com
anticoagulante, mais especificamente das fracbes amina do fibrinogénio em
conjunto com as globulinas e os terminais aldeido do glutaraldeido (Liberg et al.
1978). Doll et al. (1985) utilizaram desde a década de 80 do século passado o
TG em bovinos, mensurando visualmente o tempo de coagulagcdo do sangue e
correlacionando-o a diferentes doencas. Kovac et al. (1987) usaram o TG para
auxiliar na tomada de decisdo para instituir ou ndo um tratamento em bovino. O

teste € conhecido pelo menos desde a década de 90 no Brasil, por ter sido
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publicado em livro texto de ampla difusdo e uso nas escolas de medicina
veterinaria brasileiros (Dirksen et al. 1993). Apesar disto, o teste foi usado no
Brasil, segundo a literatura consultada, somente por Charles et al. (1994) para a
verificacdo da ingestdo de colostro pelos bezerros. O teste ndo foi bem-sucedido
para esta finalidade.

Mais tarde Brink et al. (2005) utilizaram o TG também em equinos. O TG
em equinos nao teve correlacdo com os valores de fibrinogénio, porém houve
correlacéo positiva com globulinas. O TG foi considerado util pelos autores como
teste de selegdo prévia com o intuito de distinguir entre Pl agudos e crbnicos.

Mais recentemente em bovinos, Metzner et al. (2007) examinaram
detalhadamente a cinética do TG na deteccdo de PIl. Sete dias foi o0 menor
intervalo encontrado entre o teste negativo (coagulacdo acima de 15 minutos) e
um resultado fortemente positivo (coagulacdo < 3 minutos). Por outro lado, um
bovino com resultado no TG fortemente positivo necessitou ao menos 21 dias
para se tornar negativo novamente. Os autores ressaltaram a necessidade de
usar o TG dentro do contexto de cada quadro clinico.

O TG foi usado especificamente em algumas situagcées problemas do
bovino como nas peritonites e reticuloperitonites (Liberg et al. 1981, Doll et al.
1985) e na claudicacdo (Nechanitzky et al. 2016). Nas peritonites o TG foi util
para identificar os animais acometidos e distinguir entre Pl crénicos (>7 dias) e
agudos (< 7 dias), no entanto, o TG ndo conseguiu distinguir vacas claudicantes
de sadias.

O TG € um exame barato, de facil e rapida execucéo e realizacdo ao lado
do animal durante o exame fisico. Pode detectar PI internos dos bovinos as
vezes de dificil reconhecimento durante exames rotineiros (Doll et al. 1985,
Metzner et al. 2007). Estas caracteristicas o qualificam para seu uso e aplicacdo
no exame clinico do bovino a campo. No entanto, no Brasil até o presente
momento, ndo encontrou-se artigos aplicando o TG em bovinos adultos.

O objetivo do presente estudo visa a dirimir esta lacuna, contribuindo para
0 conhecimento a respeito das aplicagcbes do TG em condicdes a campo
brasileiras, distinguindo os PI leves e graves e entre os bovinos adultos

saudaveis e doentes.



CAPITULO 2
(Artigo cientifico submetido para publicacéo no per iodico Pesquisa

Veterinaria Brasileira)

O teste de glutaraldeido e seu uso em bovinos de leite 1

Elizabeth E. Bernaski?, Kassy G. da Silva?, Giovanna Polo?, Saulo H. Weber?, Ivan R. de Barros Filho3, R.
Daniel Ollhoff?*

ABSTRACT.- Bernaski E. E,, Silva K. G., Polo G., Weber S. H., Barros Filho L. R,, Ollhoff R. D. 2018. [The
glutaraldehyde test and it use in dairy cattle.] O teste de glutaraldeido e seu uso em bovinos de
leite. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Programa de P6s-Graduac¢do em Ciéncia Animal da
Pontificia Universidade Catélica do Parana (PPGCA-PUCPR), Rua Imaculada Conceicdo, 1155 - Prado
Velho, Curitiba, PR 80215-901, Brasil. E-mail: ollhoff@gmail.com

Inflammatory processes in cattle, especially when they occur in deeper tissues, are difficult
to evaluate during physical examinations. Moreover, only a few biochemical tests that help the
clinician determine the diagnosis and prognosis can be used in the field. The glutaraldehyde test
(GT), using a whole blood sample, allows the visual and semiquantitative identification of the
inflammatory process in cattle. Considering that there are few biochemical tesis ¢hn be applied in the
field, this study aimed to verify the efficacy ofTGin detecting and predicting mild and severe
inflammatory processes classified according topthgsical examination and in the presence of differe
diseases or lesions in dairy catttd was applied together with physical examination of 176 cows over
12 months old, in addition to the laboratory evaluation of the hematocrit, total protein, albumin,
globulin, and fibrinogen. The GT achieved a sensitivity of 66.7%, a specificity of 74.8%, a positive
predictive value of 55.9% and a negative predictive value of 82.4% with a cut-off point of three
minutes coagulation time. GT could accurately detect the most serious inflammatory processes
affecting cows under field conditions. The test is a diagnostic aid and can be used as a screening tool
due to its speed and ease of use during examination of cattle.

INDEX TERMS: Bovine, Glutaraldehyde Test, Inflammatory Process, diagnosis.

1Recebido em ....meeeeermeerneenseeesneenns

Aceito para publicacdo em. ................

2 Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia Animal da Pontificia Universidade Catélica do Parana
(PPGCA-PUCPR), Rua Imaculada Conceigdo 1155, Prado Velho, Curitiba, PR 80215-901, Brasil. *Autor
para correspondéncia: ollhoff@gmail.com .

3 Professor adjunto da Universidade Federal do Parana (UFPR), Rua dos Funcionarios 1540, Setor de
Ciéncias Agrarias, Juvevé, Curitiba, PR 80035-050, Brasil.

RESUMO.- Processos inflamatérios no bovino, principalmente quando ocorrem em regides mais
profundas, sdo dificeis de avaliar no exame fisico. O teste de glutaraldeido (TG), realizado com uma
amostra de sangue total, possibilita a identificagdo visual e semiquantitativa de um processo
inflamatério no bovino. Ao considerar que existem poucos testes bioquimicos passiveis de aplica¢do
a campo, esse estudo objetivou verificar a eficicia do TG em detectar e predizer os processos
inflamatoérios leve e grave classificados conforme o exame fisico e na presenca de diferentes doengas
ou lesdes na espécie bovina. O TG foi aplicado juntamente com o exame fisico em 176 fémeas bovinas
acima de 12 meses, além da avalia¢do laboratorial do hematdécrito, proteina total, albumina, globulina
e fibrinogénio. O TG obteve sensibilidade de 66,7 %, especificidade de 74,8 %, valor preditivo
positivo de 55,9 % e valor preditivo negativo de 82,4 % com o ponto de corte em 3 minutos de
coagulacdo. O TG foi capaz de detectar corretamente os processos inflamatérios mais graves nas
condi¢des de campo deste estudo. O teste constitui um recurso de auxilio diagndstico, podendo servir
como triagem pela sua rapidez e facilidade de aplicacdo durante o exame em bovinos.

TERMOS DE INDEXACAO: Vaca, Teste de Glutaraldeido, Processo Inflamatérios, Diagnéstico.

INTRODUCAO
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Tanto as doengas infecciosas, quanto as traumaticas, desencadeiam processos inflamatorios
(PI) no organismo animal (Medzhitov 2008). Reconhecer a ocorréncia da inflamagao e determinar o
prognostico, pode tornar-se dificil para o médico veterinario clinico, especialmente se o processo
estiver em um estagio cronico e requer decisdes sobre uma possivel eutanasia (Doll et al. 1985).

Para auxiliar no esclarecimento dos achados encontrados durante o exame fisico, na suspeita
de PI, exames complementares sdo necessarios para aumentar a confiabilidade do diagnéstico (Doll
et al. 1985). O exame laboratorial é um importante complemento ao exame fisico, compondo o
quadro clinico, auxiliar na elaborac¢ao do diagnoéstico e prognéstico (Dirksen et al. 1993). No entanto,
tais exames exigem equipamentos muitas vezes dispendiosos e condi¢des laboratoriais, portanto ndo
sdo aptos para serem aplicados na rotina de um médico veterinario de bovinos a campo. Evidencia-se
com isso a utilidade de um teste de rapida execuc¢do, como o teste de glutaraldeido (TG), realizado
durante o exame clinico do bovino. O TG pode proporcionar uma confirmacdo rapida para uma
suspeita de um PI (Doll et al. 1985, Kovac¢ et al.,, 1987, Brink et al. 2005, Metzner et al. 2007). A
vantagem logistica e econdmica comparativa pelo ndo encaminhamento de amostras de tecido a um
laboratdério de andlises clinicas fica evidente (Liberg 1978, Brink et al. 2005).

O TG baseia-se na capacidade do glutaraldeido em soluc¢des diluidas ligar-se as proteinas, na
dependéncia da quantidade e disposicdo estrutural dos grupos amina livres, formando uma rede
intermolecular com formagdo macroscdpica de um gel (Sandholm 1974). O tempo desta reagdo
quimica é inversamente proporcional a concentracdo de fibrinogénio e de imunoglobulinas (Brink et
al. 2005).

O diagndstico aprimora o prognoéstico, que por sua vez direciona as possibilidades de
intervencdo terapéutica, custo e efetividade do tratamento, ressaltando a utilidade do TG
principalmente em animais em sistemas de produgio (Doll et al. 1985, Brink et al. 2005). Respostas
inflamatoérias insignificantes e doencas em estagios iniciais podem resultar em TG negativo (Doll et
al. 1985). Segundo Metzner et al. (2007), um bovino adulto torna-se positivo no TG decorridos, no
minimo, 7 dias, e novamente negativo com o minimo de 21 dias.

No Brasil, o TG foi somente usado, até o presente momento, em bezerros, aproveitando-se a
capacidade de reacdo com imunoglobulinas, visando-se a avaliagdo do grau de transferéncia de
imunoglobulinas pelo colostro (Charles et al. 1994). Tyler et al. (1996) consideraram a sensibilidade
e a especificidade inadequadas para o uso do TG como monitoramento da transferéncia passiva de
imunoglobulinas em bezerros. Apesar de seu uso em alguns paises europeus (Liberg 1978, Doll et al.
1985, Kovac et al. 1987, Brink et al. 2005, Metzner et al. 2007), ndo se encontraram, na literatura
nacional consultada relatos do uso do TG com a finalidade de deteccdo de processos inflamatérios
relacionados a enfermidades bovinas no Brasil.

Com o presente trabalho objetivou-se avaliar o uso do TG como método auxiliar do exame
clinico no bovino adulto nas condi¢bes brasileiras, visando testar a sua eficacia em detectar os PI
(leve e grave), distinguindo entre vacas doentes e saudaveis.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado com fémeas bovinas lactantes e nao-lactantes das racas Holandesa,
Jersey e mesticas das racas anteriores, com idade superior a 12 meses e com o maximo de 13 anos,
mantidas em sistemas de manejo diferentes, intensivo e semi-intensivo, em duas propriedades
leiteiras localizadas nos municipios de Lapa e Fazenda Rio Grande, Parana. O experimento foi
aprovado pelo comité de ética em uso de animais (CEUA) sob o nimero 984A/2015 em 24 de
setembro de 2015.

As avaliacdes consistiram em exame fisico, exames laboratoriais e o teste de glutaraldeido
(TG). O exame fisico (Dirksen et al. 1993) incluiu aferi¢cdo de: frequéncia respiratéria (FR), frequéncia
cardiaca (FC), frequéncia de movimentos ruminais (MR), temperatura corpérea via retal (TR),
inspecdo de lesdes de integridade da pele ou subcutaneo, presenca de ectoparasitas e a condicdo
corporal (EC). Acrescentou-se ainda o escore de locomocgdo (EL) segundo Sprecher et al. (1997), com
variacdo dos escores de 1 a 5, sendo o grau 1 como nio claudicante e o grau 5, com claudicagio grave
e relutiancia em apoiar o membro afetado. As vacas avaliadas foram classificadas segundo o exame
fisico em casos com sintomatologia condizente com processo inflamatério grave (PIG) (ex. mastites,
pneumonias, ferimentos profundos), ou leve/saudaveis no exame fisico (PIL) (pouca evidéncia de
inflamacdo ex. presenca de poucos bernes localizados, ferimento de pele superficial). Utilizou-se o
termo PIL ao invés de saudavel, pois os exames fisicos foram realizados com extrema acuidade, quase
sempre se encontrando algum tipo de ferida de pele nos animais.

Para os exames laboratoriais e o TG, trés amostras de sangue foram colhidas de vasos da
cauda (coccigeo), sendo uma imediatamente utilizada para o TG, e as outras armazenadas em tubos
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com EDTA e sem anticoagulante, para mensurag¢do da albumina (ALB), do hematdcrito (HT), das
proteinas totais (PT), e do fibrinogénio (FIB). As globulinas foram mensuradas por meio de calculo
resultante da subtragdo do valor da albumina (ALB) das proteinas plasmaticas totais (PPT). Calculou-
se igualmente a relacdo ALB/GLO. A ALB foi mensurada por meio do método de verde de
bromocresol (com kit comercial Albumina PP, Gold Analisa Diagndstico®, Brasil) e a leitura em
espectofotometria (Bioplus Bio-2000®, Brasil). No plasma foram mensurados o HT, as PPT (por
refratometria) e o fibrinogénio (pelo método de precipitacdo por calor segundo Thrall 2007).

Para a realizacdo do TG preparou-se a solu¢do com: 50 ml de Glutaraldeido 25%, 1g de Na2-
EDTA, e 1 litro de solucao de NaCl 0,9% (Solucido fisiolégica). Os itens acima foram misturados de
forma homogénea e mantidos em vidros escuros para a melhor conservacgdo. Para o teste colheram-
se 2 mL de sangue e misturaram-se com 2 mL da solu¢do de glutaraldeido descrita anteriormente em
tubo de coleta com anticoagulante (K2-EDTA) (Doll et al. 1985). Executou-se a observacao do TG em
tempo maximo de 15 minutos ou até a ocorréncia da coagulacao (Doll et al. 1985). Com o auxilio de
crondmetro digital registrou-se o tempo e os resultados foram classificados de 1 a 4, conforme os
critérios apresentados no quadro 1.

Os dados do exame fisico (FR, FC, MR, TR, inspec¢do de lesdes de integridade da pele ou
subcutdneo e presenca de ectoparasitas) (Dirksen et al. 1993) e dos exames laboratoriais (ALB, PPT,
GLO, FIB, HT) foram usados para compor um quadro do estado de saide do bovino. Foram
considerados como valores fisiol6gicos bioquimicos os descritos por Kaneko et al. (2008).

Foram calculados os valores da sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo
(VPP) e o valor preditivo negativo (VPN) conforme Kawamura (2002). Para os calculos desses
fatores, foram considerados os seguintes critérios: se o exame fisico e/ou o exame laboratorial de um
animal foram sugestivos de PI (ex. febre e aumento de FIB), considerou-se que este devesse reagir ao
TG. Para o calculo de S e E considerou-se como ponto de corte o resultado em até 3 minutos
(categoria 1 no TG). Discrepancias foram consideradas ou falsos negativos (TG em categorias 2, 3 ou
4, com sintomatologia condizente com PI grave) ou falso positivos (TG em categoria 1, mas sem
sintomatologia condizente com PI grave).

Para a andlise estatistica dos dados em um nivel de confianca de 95% usou-se o software
Statgraphics® Centurion XVI, versdo 16.1.11. Para as variaveis quantitativas usou-se correlacées de
Pearson e para as variaveis qualitativas correlacdo de Spearman. Além disso foi utilizado o software
estatistico GraphPad Prism® versdo 5.00, San Diego - Califérnia, EUA. Para os grupos do TG usou-se
o teste ANOVA e para os dados ndo-paramétricos o teste de Kruskal-Wallis seguido de pés teste de
Dunns ou teste de Tukey (dados paramétricos). Para os grupos PIL e PIG realizou-se o teste t de
Student e para nao paramétricos o teste de Mann-Whitney.

RESULTADOS

Dos 176 bovinos examinados, 119 bovinos foram classificados no exame fisico como PIL e o
tempo médio para o TG foi de 9 minutos e 42 segundos. Como PIG foram classificadas 57 animais
com o tempo médio no TG de 6 minutos e 20 segundos. Foram encontradas lesdes diversas de
integridade da pele (25 bovinos), 36 feridas de pele provocadas por larvas da Dermatobia hominis
(berne), 20 animais apresentavam corrimento vaginal fétido ou retencdo de placenta, 5 vacas com
mastite catarral aguda e 23 animais com outras alteracgdes, tais como deslocamento de abomaso,
fratura de costela, corrimento nasal purulento, lesdo traumatica de jarrete, laminite, pontos
cirurgicos inflamados e infeccionados. Nove bovinos apresentavam mais de um tipo de lesao.

A aplicacdo do TG a campo ndo apresentou dificuldades praticas.

A classificacdo dos bovinos segundo seu resultado no TG e o exame fisico encontra-se no
quadro 2.

A idade média dos bovinos foi de aproximadamente quatro anos (3,93), com um maximo de
13 anos. A classificacdo do exame fisico e a idade, com as categorias do TG podem ser verificados no
quadro 3.

Tanto a FR com um valor de p=-0,5185 (p<0,0001), quanto o EL o= -0,3377, (p<0,0001),
tiveram uma correlacdo moderada a fraca com as categorias do TG. Os MR situaram-se em média em
2,93 + 0,90 por dois minutos, a FC em 81,57 * 13,79 batimentos/minuto e ndo foram listados no
quadro 3 por ndo apresentarem diferencas significativas entre as categorias e grupos.

A claudicacao foi detectada através do TG com um p = -0,3377 (p< 0,0001). O grau 1 do EL
(n=67 bovinos) obteve média de 9min46s no TG; o grau 2 do EL (n=49 bovinos) com média de
9minl2s no TG; o grau 3 (n=41 bovinos) com 7min39s; e o grau 4 (n=18 bovinos) com média de
5min56s no TG. No ultimo grau (5) do EL apenas um bovino apresentou um TG de 2 minutos.
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Nas andlises laboratoriais e de bioquimica sanguinea, observou-se correlacao positiva do HT
em relacdo ao TG (p= 0,4591, p<0,0001). Outras correlagdes observadas foram a ALB, a GLO e a
relacdo ALB/GLO com correlagdes respectivamente de p=-0,4212 (p<0,0001), p= 0,2106 (p= 0,005)
e p=-0,3537 (p<0,0001). O menor tempo do TG dos grupos 1 e 2 indicaram valores maiores de FIB
(540,74 + 164,69 e 436,58 * 154,52, respectivamente) (Quadro 4). Quanto maior é o FIB menor é o
tempo no TG (p=-0,3356, p<0,0001).

Considerando-se o exame fisico como padrao e um ponto de corte de até 3 minutos no TG, foi
possivel calcular a sensibilidade, a especificidade e o valor preditivo do teste, demonstrados nos
quadros 5 e 6.

DISCUSSAO

Considerando a saude, em uma definicdo simplista, como a auséncia de doenca e a “boa
saude” como um dos principios do bem-estar dos bovinos (de Vries et al. 2011), constatamos que nos
rebanhos observados os bovinos, em ultima andlise, ndo gozam de uma saude plena. Através do
exame clinico tivemos que optar por classificar os animais em dois grupos com algum tipo de P]I,
apesar da maior parte (67,6 %) terem sido classificados como PIL, porém com expressivos quase um
terco dos animais no grupo PIG. Apesar de serem rebanhos escolhidos por conveniéncia, refletem boa
parte dos rebanhos leiteiros especializados encontrados no Parana. Esta primeira constatagdo revela
o potencial de oportunidade que ainda existe, em se melhorando a saide dos nossos rebanhos, em
alcangarmos indices de produtividade maiores, talvez condizentes com a qualidade genética
observada nos rebanhos paranaenses (Paula et al. 2009).

0 TG distinguiu corretamente entre PIL e PIG, apesar do desvio padrao elevado (Quadro 2).
Segundo Metzner et al. (2007), nos processos graves haveria altera¢des principalmente dos valores
de FIB e de um componente das globulinas, a gamaglobulina. Diferencas significativas foram
encontradas no FIB nos bovinos deste trabalho, porém nio se verificou esta mesma diferenca nas
GLO com uma média encontrada nestas de 4,6 g/dL. Esta média foi, no entanto, cerca de 60 % maior
que a média encontrada nas vacas de leite alemas com 2,87 g/dL (Metzner et al. 2007). Supde-se que
a maior interagdo com o ambiente imunoldgico mais hostil nas condi¢des brasileiras, com elevada
presenca de doengas infectocontagiosas, a exemplo da leucose (Meirelles et al. 2009) e
ectoparasitarias (Zimmer et al. 2010, Alvarez et al. 2013) contribuam para este resultado.

Animais com uma idade maior possuem o sistema imune, que foi desafiado mais
frequentemente e isto o torna melhor preparado e mais reativo aos diferentes desafios ambientais
(Devery-Pocius & Larson, 1983, Canavessi et al. 2000). Aparentemente esta observacdo pode ser
corroborada pelos resultados obtidos com o TG. Os resultados com o TG em condi¢des brasileiras,
confirmam achados anteriores de Doll et al. (1985), que observaram reagdes fortemente positivas
para o TG em bovinos com idade superior a 6 anos.

No exame fisico a FR, principalmente em vacas adultas, foi um parametro sensivel o
suficiente para detectar pequenos problemas de fundo inflamatério que passam desapercebidos em
uma inspecdo realizada de maneira mais superficial (Dirksen et al. 1993). Igualmente, no Brasil,
costuma-se valorizar muito o aumento de FR relacionando-a a estresse térmico (Perissinotto et al.
2009). O TG revela, no entanto, uma maior importancia de processos inflamatérios, o que pode
inclusive ser justificado por caracteristicas anatdmicas do pulmao bovino e a criagdo mais intensiva
de vacas de leite, facilitando a propagacdo de agentes respiratdrios infecciosos (Valarcher &
Hagglund 2006).

A temperatura corporal, apesar de comumente ser usada no exame fisico para a detecgio de
processos infecciosos, ndo foi um fator de evidente diferenciacio quando considerado o TG. O
sistema de regulacdo térmica reage muito mais rapidamente a endo-toxinas, comparado as mudancas
necessarias para a deteccdo pelo TG, sendo que um minimo de sete dias foi necessario para o
resultado positivo (Metzner et al. 2007).

Ao contrario de Nechanitzky et al. (2016), conseguiu-se verificar o tempo de coagulagcdo mais
rapido em vacas com claudicacdo do que em animais sem claudicacdo. Provavelmente, o pequeno
numero de animais usados por NechanitzKky et al. (2016) como controle, dez em um total de 42 vacas
examinadas, tenha contribuido para esta diferenga, comparado com o presente estudo, com 67 vacas
sem claudica¢do comparadas com 109 com algum grau de EL 22. Diversos processos no locomotor
distal causam consideraveis processos inflamatoérios locais ou ascendentes, como os flegmoes
interdigitais, as artrites e as tendovaginites (Greenough 1997). Quando processos inflamatérios mais
superficiais como as dermatites digitais e interdigitais sdo complicados por miiases, comuns no
Brasil, o TG ira reagir de acordo. Portanto, o TG pode ser usado também para identificar animais com
claudicagoes.
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A correlagdo observada entre o TG e o HT, pode indicar a importancia que os hemoparasitas,
tanto os ectoparasitas quanto enfermidades como a anaplasmose, possuem (Bernardo et al. 2016).

0 TG acusou animais com eleva¢do nos valores de FIB, apesar da correlagdo nio ser forte
(p=-0,3356) (Doll et al. 1985, Metzner et al. 2007) corroborando achados de Brink et al. (2005)
obtidos em cavalos. O bovino é uma das espécies de animais domésticos com uma das maiores
capacidades de depositar fibrina ao redor de processos infecciosos-inflamatérios, o que somente em
casos cronicos e graves leva a deplecdo das reservas de FIB. Por outro lado, animais com
enfermidades graves (ex. peritonites, pericardites, pneumonia) possuem valores de FIB acima de
800mg/dL (McSherry et al. 1970). Este pode ser o motivo de ndo ter sido acusada a diferenca dos
valores de FIB observados entre o grupo PIL e PIG. Ressalte-se, no entanto, que os valores médios
encontrados em ambos os grupos sdo parecidos com um grupo de vacas claudicantes (média de
397mg/dL) e de bovinos saudaveis (140mg/dL) encontrados por Bagga et al. (2016), condizente com
a observacio de elevado nimero de animais claudicantes nos dois rebanhos.

Apesar de ndo se terem encontradas diferencas significativas entre os grupos PIL e PIG nas
concentragdes de GLO e FIB, um valor bioquimico mais abrangente, como as PPT foi maior no grupo
PIG, compativel com inflamagdes graves (Dirksen et al. 1993).

Os niveis baixos de ALB nos animais mais saudaveis (grupos TG 3 e 4) foi um achado
surpreendente, pois niveis baixos de ALB eram esperados justamente nas inflamagdes mais graves
(TG 1 ou 2), ou em casos de doencas hepaticas, ingestdo alimentar intensamente reduzida (Fiirll
2005) ou perda de ALB ocasionada por parasitismo (Gonzalez & Silva 2017). Porém, estas condi¢des
clinicas teriam que ter correspondéncia com igualmente niveis baixos de PPT e o HT, o que nao
ocorreu. Vacas no periparto, criadas em condi¢des brasileiras tém apresentado niveis baixos de ALB
(Birgel Junior et al. 2003, Alvarenga et al. 2017), abaixo de valores de referéncia adotados
internacionalmente (Fiirll 2005, Smith 2009), o que levou Alvarenga et al. (2017) a sugerirem a
adocdo de valores de referéncia nacionais mais baixos ao menos nesta fase. Ressalte-se que nio
foram detectadas diferengas significativas quando comparados os grupos PIL e PIG quanto a ALB.
Apesar de encontrar-se a relagio ALB/GLO relativamente baixa comparada a outro trabalho nacional
(Ferreira et al. 2001), ndo houve nenhuma rela¢ido deste achado com o TG.

A sensibilidade diagnéstica de um sinal ou resultado de um teste, colocado em relagdo a uma
enfermidade, neste estudo o PIL ou PIG, corresponde a aquela por¢do dos individuos com o teste
positivo e acometidos (Dirksen et al. 1993, Kawamura 2002). Esta ficou média com 66,7%. O TG
apresentou valor de especificidade um pouco melhor, acima de 74 %. O VPN acima de 75 % pode ser
considerado um bom resultado para um teste simples e barato executado a campo. O valor preditivo
positivo calculado de aproximadamente 74 % ficou abaixo do valor obtido por Doll et al. (1985) de
97 %, decorrente provavelmente da situacdo onde o teste foi aplicado por Doll et al. (1985), de
processos mais graves que os vistos no presente estudo.

Apesar da especificidade maior que a sensibilidade, o TG parece identificar com a mesma
certeza os individuos realmente doentes, com um PI (VPP) e os realmente saudaveis, sem um PI
(VPN), quando usado o tempo limite de 3 minutos. O estudo de Metzner et al. (2007) com o uso do
TG, revelando que os bovinos levam quase trés vezes mais tempo para ficar negativo, apds o término
de um processo inflamatério, pode ser comprovado em nossas condi¢des, onde igualmente os falsos
positivos (com 37 animais) foram proporcionalmente mais frequentes que os falsos negativos (com 7
animais). Os mesmos autores também verificaram falsos positivos em vacas saudaveis, apds o parto.
A especificidade e o VPP, contribuem para que o teste possa ser usado como um teste de triagem
eficiente, o que efetivamente ocorre por exemplo na Alemanha em exames clinicos a campo (Starke
2017).

Apesar do TG constituir-se um teste de simples execucdo, e ter sido referenciado desde a
década de 1990 por Dirksen et al. (1993), vale ressaltar que somente agora foram realizados testes a
campo usando-o em larga escala para deteccao de PI em bovinos adultos.

CONCLUSOES
O TG foi capaz de detectar corretamente os processos inflamatérios mais graves nas
condi¢des de campo deste estudo.
0 TG deve ser interpretado como exame complementar ao exame fisico.
O TG constitui um recurso de auxilio diagndstico, podendo servir como triagem pela sua
rapidez e facilidade de aplicacdo durante o exame em bovinos suspeitos de sofrerem alguma doenga
inflamatoéria sob condi¢des de campo brasileiras.



0 quanto infecgdes cronicas e latentes interferem no TG devera ser averiguado em estudos
futuros.
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QUADRO 1. CATEGORIAS DE

INTERPRETACAO DO TESTE DE COAGULAGCAO DO

GLUTARALDEIDO E CLASSIFICACAO DE PROCESSO INFLAMATORIO EM BOVINOS, ADAPTADO

DE DOLL ET AL. (1985)

Categoria Tempo de Interpretacao Grau do processo
Coagulacao do TG inflamatoério
Elevado aumento na
1 0 - <3 Minutos concentracdo de fibrinogénio e Grave
imunoglobulinas
Aumento moderado da
2 >3 -<6 Minutos  concentracdo de fibrinogénio e Médio
imunoglobulinas
Baixo aumento de concentragio
3 >6 - <15 Minutos de fibrinogénio e Leve
imunoglobulinas
Nenhum aumento na
4 > 15 Minutos concentracdo de fibrinogénio e Nao detectado

imunoglobulinas

QUADRO 2. CLASSIFICACAO DOS BOVINOS SEGUNDO SUA AVALIACAO FiSICA EM PROCESSO
INFLAMATORIO (PI) LEVE/SAUDAVEIS (PIL) E GRAVE (PIG) COM O RESPECTIVO NUMERO DE
ANIMAIS, FREQUENCIA RELATIVA, TEMPO MEDIO E DESVIO PADRAO OBTIDOS NO TESTE DE
GLUTARALDEIDO GRADUADO EM CATEGORIAS DE 1 A 4

Média e Desvio padrao

Categoria 1 2 3 4 Total do tempo do teste
(min)
PIL 7 23 69 20 119
9,42 + 4,252
Frequéncia
Relativa (%) 5,88 19,33 5798 16,81 67,61
PIG 20 18 14 5 57
6,20 + 4,19P
Frequencia 3509 31,58 2456 877 32,39

Relativa (%)

-Letras diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica significativa entre os

processos (p<0,0001).
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QUADRO 3. COMPARAGAO ENTRE AS CATEGORIAS DO TESTE DE GLUTARALDEIDO GRADUADO
DE 1 A 4 EM RELACAO AOS VALORES DA IDADE (ANOS), FREQUENCIA RESPIRATORIA
(FR/MIN), TEMPERATURA RETAL (TR/°C) E MEDIANA DO ESCORE DE LOCOMOCAO (EL) NOS

BOVINOS
Categoria Idade (anos) FR (m/min) TR (°C) EL
L 5,07 £1,652 50,81 £ 11,042 38,47 £ 0,292 3a
(n=27)
2 4,06 + 1,992 47,07 £ 13,242 38,65 + 0,492 2b
(n=41)
3 3,69 £ 2,22b 35,85 £ 6,24b 38,43 £ 0,31b 2b
(n=83)
4 3,32+£1,18b 36,48 + 7,86P 38,43 £ 0,352 2b
(n=25)
PIL 3,76 £ 2,154 38,25 £ 9,664 38,45 £ 0,344 1A
(n=119) ) - ) ) - ) ) - )
PIG
4,29 + 1,708 46,28 + 12,088 38,56 £ 0,424 2B
(n=57)
Geral
(n=176) 3,93+2,02 40,85+ 11,13 38,37 £ 0,22 2

-Letras minusculas diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica significativa entre
as categorias; e letras maiusculas diferem nas classifica¢des PIL e PIG (p<0,05).
Média + desvio padrao.

QUADRO 4. COMPARACAO ENTRE AS CATEGORIAS DO TESTE DE GLUTARALDEIDO DOS
BOVINOS COM OS VALORES DO HEMATOCRITO (HT), PROTEINAS PLASMATICAS TOTAIS (PPT),
ALBUMINA (ALB), GLOBULINA (GLO) E RELACAO ALBUMINA E GLOBULINA (ALB/GLO) E

FIBRINOGENIO (FIB)
Categoria HT PPT ALB GLO ALB/ FIB
(%) (g/dL) (g/dL) (g/dL) GLO (mg/dL)
(n=127) 2600£2,89° 7,78:046° 321+0,610  422£093b 083+032® 540,74+ 164,69°
(n=24-1) 28,76+3,45> 7,57+0,70 3,430,742  3,70£1,092  1,03+0,41> 436,58+ 154,52
(n:383) 30,10+ 2,90c 7,48+ 0,79 2,67+ 0,60b 4,44+ 0,96P 0,65+ 0,282 375,90+ 146,16b
(n=425) 304£320% 7250730  275:0670  4,15:091® 071x029* 352,00+ 11590
(nfilig) 29,98+3,034 7,46+ 0,734  2,90£0,684 4,17+ 0,944  0,76%0,34A 38571 142,194
(nTS(;7) 27,56£359% 7,720,758 3,010,814 424+ 1150 0,800,394 466,67+ 177, 624
(nG=e1r;ﬂ6) 29,20+3,41 7,540,774  294+072  419+101  078+0,36 411,93+ 158,65

-Letras minusculas diferentes na mesma coluna representam diferenca estatistica significativa entre as

categorias; e letras maidsculas diferem nas classificacdes PIL e PIG (p<0,05).

Média + desvio padrao.
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QUADRO 5. CLASSIFICACAO DAS VACAS NO TG DIVIDIDAS EM DOENTES E SAUDAVEIS PARA AS
FORMULAS DE SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE E VALOR PREDITIVO DO TESTE DE
GLUTARALDEIDO PARA BOVINOS DE LEITE ADULTOS (N=176)

TG Doentes (+) Saudaveis (-) Total
TG1 20 7 27
TG2, TG3, TG4 37 112 149
Total 57 119 176

QUADRO 6. SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE E VALOR PREDITIVO DO TESTE DE
GLUTARALDEIDO PARA BOVINOS DE LEITE ADULTOS (N=176)

Valor Valor
Sensibilidade Especificidade preditivo preditivo
positivo negativo
%
Teste de
Glutaraldeido 351 941 74,1 75,2
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

Verificou-se neste estudo que a saude dos bovimaslos nas presentes
condicdes esta aquém do desejavel, visto o pequenero de animais sem alteracfes ao
exame fisico ou considerando-se os valores biogosniO teste de glutaraldeido (TG)
revelou-se neste estudo em uso a campo com bowdolkos Util na deteccdo de
processos inflamatérios graves, porém com baixasilsédade. Pela sua alta
especificidade e facilidade de uso a campo, aliaagwlez e baixo custo, ele podera ser
usado também como método de triagem para detemtampoecisdo 0s animais que nao
estdo passando por processo inflamatério. Paradicengeterinario a campo, o ideal é
sempre que ele associe o0 TG a um exame fisico etonpNeste primeiro estudo
brasileiro com bovinos adultos, o TG, por sua idade de execugéo e rapidez na leitura
podera se tornar uma ferramenta util para o clidebovinos. A divulgacao deste estudo
e outros por vir podem contribuir para uma maiopylarizacdo na aplicacdo deste
método simples e barato em uma area, saude badamagrandes oportunidades para o

crescimento da medicina veterinéria.
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ANEXO 1

Pontificia Universidade Catélica do Parani
Pr6-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagciio
Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais

Curitiba, 24 de Setembro de 2015.
PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA
REGISTRO DO PROJETO: 0984/2015

TITULO DO PROJETO: Avaliagéo do teste de Glutaraldeido em bovinos
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Rudiger Daniel Othoff
EQUIPE DE PESQUISA: Rudiger Daniel Olhoff, José Leonardo Sviech Ratim, Elizabeth Ertal Bernaski

INSTITUICAO:

Pontificia Universidade Catolica do Parana

ESCOLA / CURSQ:

Escola de Cigncias Agrdrias e Medicina Veterinaria — Medicina Veterinaria

ESCOLA / CURSO:

Escola de Ciéncias Agrarias e Medicina Veterinaria / Medicina Veterinaria — PIBIC

VIGENCIA Do
PROJETO 10/2015 a 07/2016 QUANTIDADE DE ANIMAIS 200
; : N° SISBIO 2 ;
ESPECIE/LINHAGEM Bos taurus - Bovinos / Bubalinos (Somente animais de vida livre) Néao se aplica
ATIVIDADES ;
SEXO M/F (Somente animais de vida livre) Nao se aphca
ESPECIE - GRUPO
IDADE | PESO 150kg a 600kg TAXONOMICOS N&o se aplica
{Somente animais de vida livre}
FEGA e propriedades de bovinos | LOCAL (IS N .
ORIGEM DO ANIMAL leiteiros Paranaenses (Somente arE[ma)Is de vida livre) Nao se aplica

O colegiado do CEUA certifica que este protocolo que envolve a produgdo, manutencéo efou utilizacie de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794/2018 e Decreto n® 6.889/2009, e com as normas editadas pelos CONCEA (Conselho Nacional de Controle
da Experimentagéo Animal) e foi APROVADO pela Comissao de Etica no Uso de Animais da PUCPR em reunido de 24.09.2015. Se
houver mudanga do protocolo o pesquisador deve enviar um relatério a0 CEUA-PUCPR descrevendo de forma clara e sucinia, a parte
do protocolo a ser modificado e as suas justificativas. Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicées, cabe ao
pesquisador n&o inicia-la antes de receber a autorizacao formal para a sua realizagio. O documento que autoriza o inicio da pesquisa
deve ser carimbado e assinado pelo responsével da instituicio e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo

ser requerido por este CEUA em qualquer tempo. Lembramos ac pesquisador que € obrigatério encaminhar o relatério anual parcial e
relatdrio final da pesquisa a este CEUA.

> Prado Velho CEP 80.215-901 Curitiba Parané Brasil
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