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DE UM TESTE DE
ANTICORPOS FECAL PARA
AJUDAR NO DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL DE DISTURBIOS
GASTROINTESTINAIS EM
EQUINOS
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TESTE DUPLO RAPIDO QUE DETECTA HEMOGLOBINA E ALBUMINA EQUINA
DCULTAS A PARTIR DE AMOSTRAS DE FEZES DE EQUINDS.

Ao longo de dez anos, observamos uma alta
taxa de ulceras gastricas e de célon em mais
de 1.100 equinos em abatedouros nos Estados
Unidos e no Canada. Durante esse periodo,
nds testamos varias tecnologias que tentavam
detectar essas lesées usando uma amostra
fecal. Nos relatamos agora sobre um kit de
teste de anticorpos melhorado.

O SUCCEED" Equine Fecal Blood Test™, teste
de sangue oculto fecal equino, é um teste
altamente preciso e sensivel que pode ajudar
os profissionais a diferenciarem problemas de
sangramento de origem gastrica ou de célon
que refletem em ulceras, inflamacgées e
patologias relacionadas ao trato digestorio
dos equinos. O kit é um teste de duas partes,
de facil manuseio, para ser usado a campo que
fornece resultados em minutos.
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A maioria dos veterinarios esta familiarizada com a Sindrome da
Ulcera Gastrica Equina (EGUS), que se manifesta principalmente
por meio de lesdes no esodfago distal, na area escamosa do
estdbmago e no duodeno proximal"?2. As Ulceras gastricas podem
ser visualizadas com um endoscépio de trés metros, mas a area
gastrica onde a Sindrome da Ulcera Gastrica se encontra
representa menos de 10% do trato gastrointestinal equino.

Em 2003, a empresa Freedom Health realizou um estudo
necroscopico com 180 equinos de alta performance para coletar
dados sobre a incidéncia de ulceras gastrointestinais e correlacio-
nar essas observagdes com um exame de sangue fecal baseado
em gudiaco (gFBT). Nos esperavamos um nivel significativo de ul-
ceragdo gastrica, mas também previamos que as Ulceras de cdlon
também estariam presentes. Essa suposigédo se baseou nas taxas
de anemia subclinica ou inflamagéo intestinal que acreditdvamos
que estavam afetando negativamente o desempenho dos equinos
de alta performance, mesmo nos casos em que as Ulceras
gastricas ndo eram detectadas.

A andlise dos resultados (Pellegrini, 2005) revelou que 87%

dos equinos tinham Ulceras gastricas e 63% tinham Ulceras de
célon, com uma taxa de ulceragéo total de 97% .* Neste estudo,
nos correlacionamos o gFBT ao exame macroscépico do tecido
intestinal com a esperanca de que tal teste fecal pudesse auxiliar
no diagndstico dessas condigdes. Em geral, o gFBT provou ser
especifico e significativo para identificar a presenga de uma ul-
cera, mas a existéncia de falsos negativos limitou a preciséo total
do teste a 65%, o que pode ser comparado a resultados humanos
com o mesmo teste.

Nossas observagdes demonstraram claramente que as lesdes

e as inflamagdes no trato digestdrio equino ndo se limitam ao
estdbmago. Vimos varios casos de colite dorsal direita (CDD),

um problema conhecido em cavalos que fazem uso de anti-infla-
matorios ndo esterdides (AINE). Além disso, encontramos ulceras
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Figura 1: Um estudo feito em
20083 em um abatedouro do
Texas descobriu que apenas
3% dos equinos de alta
performance nédo tinham ulce-
racdo e que a maioria (55%)
tinha lesées tanto colénicas
como géstricas.

Somente Ulceras
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em outros quadrantes do cdlon. Isso foi inesperado, porque a
ulceragéo de colon nesses outros quadrantes néo havia ainda sido
observada na literatura. Nesse estudo e em varios estudos adicio-
nais realizados nos ultimos dez anos, encontramos grandes cistos,
Ulceras focais, ulceras amplamente disseminadas, petéquias e
equimoses em todos os quadrantes do colon.

Apresentando o SUCCEED Equine Fecal Blood Test

Ao longo de um periodo de 10 anos, entre 2003 e 2013, nds
realizamos 1.122 necropsias equinas em abatedouros nos Estados
Unidos e no Canada e constantemente encontramos lesdes tanto
no estdmago quanto no célon. Além de uma pesquisa basica
sobre a frequéncia e a gravidade da inflamagéo gastrointestinal,
queriamos saber se poderiamos criar um teste fecal de fluxo la-
teral que pudesse ser usado nos estabulos e pudesse detectar €,
com sorte, diferenciar essas condicdes.

A digestao equina ¢ dominada pela agdo do intestino grosso, onde
as ulceras sao dificeis de serem observadas. As colonoscopias
séo impraticaveis devido a dificuldade de evacuar o colon equino
sem expor a satde do animal. Como consequéncia, a maioria dos
veterinarios no esta familiarizada com as ulceras do célon. Mas,
como mostramos, as colites e inflamagdes sdo comuns e podem
afetar negativamente a saude digestiva dos animais, resultando
em dor, desconforto e em comprometimento do desempenho. A
capacidade de diagnosticar com preciséo a colite e diferencia-la
da gastrite é importante para determinar o tratamento adequado.
Essas questdes podem refletir em inimeras patologias e, se ndo
tratadas, podem levar a anemia, laminite, colica e até a morte.®

Para melhor quantificar esse perigo oculto, nés desenvolvemos

e testamos varios kits de teste de diagnéstico fecal e realizamos
varios estudos de calibragao do teste ao longo dos anos. Aqui
descrevemos nosso ultimo teste de campo que detecta e diferen-

cia potencialmente as colites e gastrites.
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Figura 2: Ulcera gastrica de grau 8 com grande erosao.

Figura 3: Ulcera de célon disseminada de grau 3 com grande leséo.

Anélise de um teste de guaiaco

Nosso primeiro teste usou o guaiaco, uma substéncia que fica
azul na presenca de sangue e peroxido de hidrogénio. Em todos
0s nossos estudos necroscépicos, uma amostra fecal foi cole-
tada de cada equino antes da eutanasia. Para a necropsia, o trato
digestorio foi removido e o estbmago e o colon foram separados
para a conducgédo dos exames e, entéo, foi feita uma lavagem
gastrica. Ulceras gastricas foram identificadas e classificadas de
acordo com o Sistema de Pontuagdo Simplificada de Clinicos
Gerais (Practitioner's Simplified Scoring System)® em uma escala
de0a3:

0 Epitélio da mucosa intacta (pode ter vermelhidao leve e/ou
hiperqueratose leve)

1 Pequena leséo Unica ou pequena lesdo multifocal

2 Grandes lesdes Unicas ou multifocais ou extensas lesdes
superficiais

3 Lesdes extensas (muitas vezes coalescentes) com
aparentes areas de ulceragéo profunda

Figura 5: Uma severa equimose do cdlon ventral esquerdo.

Figura 6: Ulcera de grau 2 no célon ventral esquerdo.

Nos adotamos o mesmo Sistema de Pontuagéo para as ulceras
de colon. O sistema néo referencia de maneira explicita os san-
gramentos, mas nossas observagdes levaram-nos a correlacionar
Ulceras de grau 2 ou superior com a produgédo de sangue total.
Ulceras de grau 1, sem sangramento, podem ser associadas com
a infiltragdo de albumina no local da leséo. O teste de guaiaco foi
bem especifico, mas nédo sensivel o suficiente para nosso
propdsito.



Desenvolvendo um Teste de Anticorpos

Para melhorar a sensibilidade do teste de guaiaco, nds nos volta-
mos para a tecnologia de ligagao de anticorpos, especificamente
para os imunoensaios de fluxo lateral. Esses testes séo faceis de
usar a campo e ainda fornecem alta sensibilidade e preciséo, am-
bas necessarias para detectar pequenas quantidades de compo-
nentes sanguineos na matéria fecal.

Para detectar e potencialmente localizar as Ulceras equinas, nds
realizamos uma andlise de duas proteinas marcadoras encontra-
das no sangue, as quais esperavamos que pudessem distinguir as
lesdes do intestino grosso e da porgéo anterior do trato gastroin-
testinal: a albumina e a hemoglobina. Em um experimento condu-
zido com pesquisadores da Island Whirl Equine Colic Research
Laboratory da Universidade da Florida, sangue equino foi introdu-
zido, através de uma canula gastrica, em dois cavalos utilizados
no experimento e amostras fecais foram entéo retiradas periodica-
mente durante as 18 horas seguintes a introdugao.

A albumina é conhecida por ser degradada no estémago e no
duodeno por enzimas como pepsina e tripsina. Como consequén-
cia, esperavamos que qualquer albumina detectada na matéria
fecal pudesse surgir de uma lesdo da porgdo caudal do intestino
grosso ao duodeno. O estudo também analisou a hemoglobina,

a qual nossa pesquisa anterior de guaiaco havia mostrado que
pode sobreviver a degradagédo gastrica e coldnica. Em conjunto,
percebemos que a detecgédo dessas duas proteinas poderia for-
necer uma nova técnica para ajudar a distinguir essas duas areas
disjuntas de inflamagao.

Essas duas proteinas foram analisadas utilizando um Ensaio de
Imunoadsorgéo Enzimatica (ELISA). Quando os resultados foram
plotados, observamos que os niveis de hemoglobina atingiram o
pico e, em seguida, cairam lentamente ao longo do periodo de
18 horas, como esperado, enquanto os niveis de albumina per-
maneceram consistentemente baixos devido a digestéo gastrica
dessa proteina no sangue injetado. Isso demonstrou a utilidade
dessas duas proteinas marcadoras para o diagnéstico diferen-
cial. A hemoglobina é um marcador para Ulceras de grau dois e
superior, tanto na porgéo anterior do trato gastrointestinal como
no intestino grosso, enquanto a albumina indica Ulcera apenas no
intestino grosso.
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Figura 7: OD450 resulta de uma média do ensaio ELISA em dois
cavalos durante um periodo de 18 horas. Observe a queda lenta
da hemoglobina detectada e os consistentes niveis baixos de
albumina.

A tabela seguinte ilustra o uso da hemoglobina e da albumina em
diagndsticos diferenciais:

Teste de Albumina (Teste A)

Negativo

Positivo

Problema detectado no
intestino grosso.

Nenhum componente
do sangue do trato

gastrointestinal Possivel membrana

=

e | Negativo deteclztado. basal comprometida
4 Possivel membrana na porgéo anterior do
e basal comprometida trato gastrointestinal.
= na porgdo anterior do

'.§ trato gastrointestinal.

=)

E Sangramento vascular | Problema detectado
= ativo na porgao no intestino grosso.
© anterior do trato Possivel sangramento
= o gastrointestinal. vascular ativo na

o Positivo = .

] porcdo anterior do
2 trato gastrointestinal,

no intestino grosso ou
em ambos.

Criando um Teste de Anticorpos

Em seguida, nés determinamos os niveis diagnésticos uteis
desses dois componentes sanguineos no tecido gastrointestinal
comprometido. Com base nos experimentos de albumina e hemo-
globina da Island Whirl, nés desenvolvemos um kit de imunoen-
saio para uso a campo que utiliza anticorpos purificados contra

a albumina e a hemoglobina. Para preparar o kit, foi escolhida e
sintetizada em laboratério uma sequéncia de peptideo Unica para
cada proteina equina, conjugada para aumentar a imunogenici-
dade e depois injetada em coelhos. No segundo e no terceiro
més, os coelhos receberam injegdes de reforco da sequéncia
peptidica para aumentar ainda mais sua reagéo imune e maximizar
a produgao de anticorpos. Ao final de trés meses, amostras de
sangue foram colhidas de cada coelho, o soro foi separado do
sangue e todas as amostras de soro foram reunidas.”

Os anticorpos foram entéo purificados utilizando uma coluna de
afinidade contendo a sequéncia peptidica original, garantindo que
apenas os anticorpos para a sequéncia escolhida estivessem nas
preparagdes dos anticorpos finais.

Essas proteinas possuem sequéncias peptidicas que séo ex-
clusivamente equinas e, portanto, s6 estdo presentes no trato
digestorio equino ou por ingestdo de sangue (por exemplo, pelos
pulmdes) ou por meio de sangramento ocorrido em algum ponto
do trato digestério.

O teste possui um anticorpo calibrado para detectar albumina
acima da linha basal e outro para detectar hemoglobina. Algumas
gotas de matéria fecal diluida sdo colocadas em cada uma das
duas cavidades do teste e, apos alguns minutos, a presenga de
albumina e hemoglobina sdo indicadas e um diagnostico pode ser
feito no local.



Calibrando o Teste de Anticorpos

Noés nos esforgamos para melhorar o teste, principalmente para
evitar inundagdes em altos niveis sanguineos. Cada nova itera-
¢éo do kit de anticorpos foi testada com necrdpsias adicionais.
Esses testes foram realizados utilizando um protocolo semelhante
aos estudos originais de guaiaco: apds a eutanasia, as amostras
fecais foram coletadas e testadas e esses resultados foram cor-
relacionados as observagdes visuais do trato gastrointestinal
equino. Esses testes foram feitos as cegas, a classificagao dos
testes foi independente da disseccéo intestinal. Os resultados
dos testes de anticorpos foram posteriormente correlacionados
as observagdes anatomicas para verificar sua preciséo e seu valor
preditivo positivo.

Para a hemoglobina, o teste de anticorpos foi correlacionado com
o nivel geral de ulceragédo gastrointestinal observada, onde o limite
positivo gastrico e coldnico foi definido em grau 2 ou superior
(onde a ulcera produz sangue total e, portanto, a hemoglobina
provavelmente esta presente). Em nossos testes, os kits melho-
raram sua precisao ao longo do tempo, passando de cerca de
75% para mais de 80%. A sensibilidade é excelente, pois os
anticorpos podem ser altamente responsivos.

O valor preditivo positivo, que € um indicador da probabilidade de
um cavalo ter uma ulcera dado um resultado positivo, sempre foi
bom, aumentando com cada reformulagéo do kit de cerca de 80%
para mais de 85%.

Para a albumina, o teste de anticorpos foi correlacionado ex-
clusivamente com o nivel de ulceragéo coldnica observada, em
que o limite foi definido em grau 1 ou superior (onde a albumina
provavelmente esta presente). Tal como acontece com os testes
de hemoglobina, estes tém melhorado continuamente em relagéo
a sua preciséo, pois passamos a melhor entender a taxa basal
normal de perda de albumina no intestino grosso.

Devido a natureza da quimica dos anticorpos, o teste é geralmente
muito sensivel, levando a um numero baixo de falsos positivos.
Com isso, obtemos boas correlagdes, especialmente em métricas
como a precisdo, a especificidade e o valor preditivo positivo.

O estudo de necropsia mais recente foi concluido em outubro de
2011, com 178 cavalos. Neste estudo, avaliamos a versdo do teste
em produgéo na época e obtivemos os seguintes resultados:

Valor Preditivo Valor Preditivo P-Valor
Positivo Negativo

Albumina 95,4% 75,0% 0,04
(Preditivo para ulceras
de cdlon)

Hemoglobina 96,9% 57,9% 0,03
(Preditivo para ulceras gastri-
cas ou de cdlon)

O valor preditivo positivo de ambos os testes é alto: um resultado
preditivo positivo prevé uma alta probabilidade de que uma ulcera
coldnica ou gastrica esteja presente. O valor negativo para a
hemoglobina parece menos preditivo neste estudo devido a um

numero reduzido de negativos neste grupo de animais em particu-
lar. A porcéo de albumina da atual iteragéo do kit de teste tem o
limite inferior visivel aumentado para 2PPM, em comparagéo com
1PPM na verséo avaliada em 2011.

Embora o teste de anticorpos seja confiavel e preciso, é impor-
tante lembrar que os proprios equinos sdo um tanto variaveis. O
sangue normal do cavalo pode ter de 11-19 g / dL de hemoglobina
e 2,4-4,2 g/ dL de albumina, mas o sangramento intermitente e
as variagdes na producéo fecal também podem afetar as con-
centragdes sanguineas. Essas medidas podem mudar ao longo
do tempo, de modo que os volumes de sangue ndo podem ser
rigorosamente calculados a partir de uma Unica medida. Como
resultado, repetidos testes durante um periodo estendido podem
ajudar a construir um melhor cenario da real perda de sangue.

Curvas de resposta de Testes In Vitro

A precisdo do SUCCEED FBT ¢é validada por diluigdes de sangue
equino em série, normalmente em poténcias de dez.

Ha duas cavidades no kit: uma para detectar a albumina e outra
para detectar a hemoglobina. Na agua, a sensibilidade do teste

¢ de 2 partes por milhdo (ppm) para a albumina e 0,1 ppm para a
hemoglobina, com base em equivalentes do sangue total. Quando
qualquer das proteinas excede seu limite, uma linha vermelha
aparece em sua janela de visualizagéo.

O grafico vai de baixa a altas diluigdes (concentragdes inferiores),
da esquerda para a direita. O eixo vertical mostra as leituras do
densitometro. A linha tracejada representa o limite do densitd-
metro, abaixo do qual a linha de teste ndo é mais visivel a olho nu.
O limite para albumina é onde a curva intercepta a linha tracejada,
a 2 ppm. Para a hemoglobina, o limite & definido como 100 ppb.
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O SUCCEED FBT permite realizar um teste simples no proprio
estabulo, sem procedimentos ou diagnosticos invasivos e onero-
sos. O teste fornece uma indicagéo objetiva e rapida de possiveis
lesdes no intestino grosso e na porgédo anterior do trato gastro-
intestinal e de condigdes relacionadas, sem depender exclusiva-
mente de sintomatologia e outros dados subjetivos. Munido dessa
informagéo, vocé pode considerar ou excluir varias hipdteses
sobre a saude do seu equino.

O teste de diagnostico duplo pode ser realizado em poucos
minutos sem nenhum equipamento extra — uma amostra fecal e
aproximadamente 90 ml de dgua limpa e potavel, juntamente com
o contetdo de um Unico kit, sdo tudo o que vocé precisa para
realizar o teste em seu equino. Os resultados sao faceis de ler
diretamente da janela de visualizagéo do teste e aparecem em
minutos.

Como o teste pode ser realizado em poucos minutos, é possivel
testar um grande numero de cavalos em um celeiro, ou outro
ambiente, no decurso de uma visita a um cliente. Dada a facilidade
e a acessibilidade do SUCCEED FBT, profissionais podem testar
facilmente todos os cavalos dos seus clientes em um calendario
programado. Testes regulares sdo importantes especialmente
para os cavalos de alta performance ou sempre que o manejo,

a alimentagéo ou a criagdo possam afetar a saude digestiva dos
cavalos, incluindo alimentagéo intermitente, dietas ricas em graos
ou confinamento em estabulos.

Usando o teste de anticorpos

A albumina e hemoglobina do FBT s&o Uteis para detectar lesdes
do trato gastrointestinal e possibilitar a diferenciagdo entre gas-
trite e colite. O teste pode ser usado em conjunto com o historico
do cavalo para examinar possiveis consequéncias do uso de anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINEs), incluindo a colite dorsal di-
reita. Também pode ser usado para testar a Enteropatia Perdedora
de Proteinas (EPP); a parte de albumina do teste ¢ um indicador
sensivel de perda de albumina e esta calibrada para ignorar niveis
basais normais.

Mas, o teste tem maior utilidade a longo prazo, um diagnéstico de
uso geral a ser incluido em sua rotina. Nos usamos o kit regu-
larmente em nossos cavalos para garantir que nossos produtos
alimentares funcionais sdo seguros e eficazes. Outros veterinarios
usam o kit regularmente para:

» Estabelecer dados de referéncia para novos
pacientes
* Monitorar o bem-estar geral do animal

* Confirmar um diagnostico preliminar de problemas
no trato gastrointestinal

» Estabelecer um tratamento baseado em qualquer
diferencial descoberto no trato gastrointestinal

* Avaliar o progresso do tratamento

* Adicionar importantes conclusdes a um exame de
pré-compra

* Monitorar sangramentos internos apds cirurgias

Realizar o teste, mesmo quando o equino se encontra com boa
saude digestiva, pode fornecer uma oportunidade para o ve-
terinario educar seus clientes sobre essas questdes ocultas do
trato gastrointestinal. Ele pode ajuda-lo a fornecer um contexto
fisiologico apropriado para muitos problemas de comportamento
ou de desempenho que proprietarios e treinadores de cavalos
enfrentam regularmente, mas que muitas vezes séo atribuidos ao
treinamento inadequado ou a habilidade individual do equino.
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The SUCCEED Equine Fecal Blood Test - Teste de sangue oculto fecal equino
www.succeedfbt.com.br
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