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RESUMO

Os testes de sangue oculto fecal disponiveis para uso em animais, cujas metodologias
baseiam-se nos reagentes Benzidina e Guaiac, tratam-se de testes que detectam de maneira
inespecifica e subjetiva a presenca de hemoglobina em amostras fecais, cuja sensibilidade
varia de maneira significativa entre estudos ja realizados anteriormente. Dessa forma, o
presente estudo teve por objetivo investigar a sensibilidade analitica dos testes de detec¢ao de
sangue oculto fecal baseados nos reagentes Guaiac (gTSOF) e Benzidina (bTSOF) em
amostras fecais caninas. Foram selecionados seis cdes saudaveis, cujas fezes colhidas por
defecacdo espontanea foram laboratorialmente preparadas para conter 1, 5, 10, 20 e 40 pg de
hemoglobina/g de fezes e testadas para presenga de sangue oculto fecal por ambos os testes. A
leitura dos testes foram fotografadas e analisadas por metodologia duplo-cega por 3
patologistas clinicos. Os resultados foram analisados com base em duas classifica¢des, por
positividade, ou seja, “auséncia vs. presenca” de sangue oculto nas fezes (escores 0 e 1,
respectivamente) e por intensidade, na qual utilizou-se ‘“auséncia vs. intensidade de
sangramento oculto fecal fraco, moderadamente e forte positivo” (escores 0, 1, 2 e 3,
respectivamente). Conclui-se que os testes bTSOF e gTSOF foram capazes de detectar
concentragdes de sangue a partir de 1 pg Hb/g fezes e que, embora o reagente Benzidina
tenha apresentado boa sensibilidade analitica para detec¢do de sangue oculto nas fezes de caes
domésticos, o gTSOF apresentou melhor desempenho individual em todos os quesitos
analizados, incluindo sensibilidade e praticidade na execucdo do teste. Os reagentes testados
mostraram-se capazes de detectar concentragdes de sangue a partir de 1 pg Hb/g fezes e
100% das amostras com auséncia de sangue, havendo na intensidade de sangramento um
predominio significativo de classificagdo moderada pelo teste utilizando guaiac (76%) e forte
(74%), pelo teste utilizado benzidina (p<0,0001). Quando feita a avaliagdo das diferentes
concentragdes observou-se maior tendéncia a classificacdo de intensidade moderada (>50%),
e que nenhuma amostra contendo 40 pgHb/g fezes obteve classificacdo negativa ou fraco
positiva (p<0,0001). O gTSOF apresentou desempenho superior ao bTSOF nos quesitos
sensibilidade, valores preditivos positivo e negativo, razdes de verossimilhangas positiva e

negativa e acuracia.

Palavras-chave: amostra fecal, canino, sangramento gastrointestinal oculto, testes

rapidos.



ABSTRACT

Fecal occult blood tests available for use in animals, whose methodologies are based on
Benzidine and Guaiac reagents, are tests that detect in a nonspecific and subjective manner
the presence of hemoglobin in fecal samples, whose sensitivity varies significantly between
studies previously conducted. Thus, the present study aimed to investigate the analytical
sensitivity of fecal occult blood detection tests based on Guaiac (gTSOF) and Benzidine
(bTSOF) reagents in canine fecal samples. Six healthy dogs were selected, whose feces
collected by spontaneous defecation were laboratoryally prepared to contain 1, 5, 10, 20 and
40 pg of hemoglobin/g of feces and tested for fecal occult blood by both tests. The reading of
the tests was photographed and analyzed by double-blind metodology by 3 clinical
pathologists. The results were analyzed based on two classifications, by positivity, meaning,
"absence vs. presence" of occult blood in the feces (scores 0 and 1, respectively) and by
intensity, in which we used "absence vs. intensity of weak, moderately and positive fecal
occult bleeding" (scores 0, 1, 2 and 3, respectively). It was concluded that the bTSOF and
gTSOF tests were able to decode blood concentrations from 1 pg Hb/g feces and that,
although the Benzidine reagent presented good analytical sensitivity for detection of occult
blood in the feces of domestic dogs, gTSOF presented better individual performance in all
analyzed questions, including sensitivity and practicality in the performance of the test. The
reagents tested were able to dece rate blood concentrations from 1 pg Hb/g of feces and 100%
of the samples with no blood, with a significant predominance of moderate classification by
the test using guaiac (76%) and strong (74%), by the test used benzidine (p<0.0001). When
the different concentrations were evaluated, the moderate intensity classification (>50%) was
observed, and that no sample containing 40 mgHb/g of feces obtained a negative or weakly
positive classification (p<0.0001). The gTSOF presented superior performance to bTSOF in
the issues sensitivity, positive and negative predictive values, positive and negative likelihood

ratios and accuracy.

Keywords: fecal sample, canine, occult gastrointestinal bleeding, quick tests.
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1 INTRODUCAO REFERENCIADA

A detecgao de sangue oculto nas fezes pode ser realizada de diversas maneiras (BEG et
al., 2002), dos quais métodos fisicos, analiticos, imunoquimicos € quimicos estao a disposi¢ao
para seres humanos (TUFFLI; GASCHEN; NEIGER, 2001 ) e também para animais (SYED;
KHATOON; SILWADI, 2001).

Dentre eles destacam-se os métodos quimicos com base na a¢do da pseudoperoxidagao
da por¢ao de hematina da hemoglobina (SYED; KHATOON; SILWADI, 2001), como ¢ o
caso do Teste do Guaiac. Nestas circunstancias a hemoglobina ird oxidar os compostos
fenolicos do guaiac em quinonas, ¢ a produgdo de coloracdo azul apos a adicdo de solugdo
reveladora, ¢ considerada um resultado positivo (RICE; IHLE, 1994).

O fato dos testes baseados no reagente Guaiac serem testes rapidos, simples e que
possibilitam sua realizagdo no proprio consultério médico (BEG et al.,2002), os tornam
vantajosos. Por outro lado, existem muitos fatores que o desfavorecem, dentre os quais sdo
citados grau de hidratacio da amostra fecal, degradacdo da hemoglobina devido ao
armazenamento e restri¢gdes alimentares pré-teste (BEG et al., 2002).

De acordo com Tuffli, Gaschen e Neiger (2001), dietas que contenham carne vermelha
ou alta atividade de peroxidase, como por exemplo, frutas e vegetais, podem proporcionar
resultados falso-positivos, enquanto que dietas que contenham muita vitamina C podem
ocasionar resultados falso-negativos.

Embora o teste de Guaiac seja bastante empregado por seu bom custo-beneficio, sua
sensibilidade e especificidade diagndsticas sdo varidveis de acordo com a literatura
(AHLQUIST et al., 1984; GIBBONS et al., 2005; RUDINSKY; GUILLAUMIN; GILOR,
2017).

Em 1976, Morris e colaboradores observaram que de 27 pacientes humanos positivos ao
gTSOF, 63% nao apresentavam sangramentos no trato gastrointestinal (TGI). Mais
recentemente, outros testes demonstraram variagcdes importantes na sensibilidade do gTSOF,
variando de 20% para amostras contendo < 2 mg de hemoglobina/grama de fezes a 90% para
concentragdo de hemoglobina > 25 mg/grama de fezes humanas (BEG et al., 2002).

A tetrametilbenzidina ou benzidina destaca-se como outro teste utilizado rotineiramente
para a detec¢do de sangue oculto fecal. Trata-se de um reagente utilizado a bastante tempo,
mais especificamente a cerca de um século (SYED; KHATOON; SILWADI, 2001). O teste
de sangue oculto fecal pela Benzidina (bTSOF) ¢ realizado pela adicdo de gotas de uma

solugdo contendo acido acético e benzidina a amostra fecal depositada em um papel filme,



seguida da instilagao de gotas de peroxido de hidrogénio, cuja formagdo de halo de coloragdo
azulada ¢ considerada positiva para presenga de sangue fecal (RICE; IHLE, 1994, NARITA,
et al., 2005).

Rice e Thle (1994) sugeriram em estudo anterior que os indicadores do tipo benzidina
sdo melhores que os testes de guaiac e que ndo sofrem interferéncia ou falsa positividade
alimentar em caes, contrapondo estudo anteriormente realizado por Manning (1952), citado
por Illingworth (1965), que consideravam que fatores dietéticos seriam capazes de produzir
reagoes falso-positivas no bTSOF. Quanto a sensibilidade do bTSOF, Illingworth (1965),
citando Mendeloff (1953), consideraram que individuos poderiam consumir até¢ 50 mL de
sangue e mesmo assim obter resultados negativos.

Assim, o presente estudo teve por objetivo investigar a sensibilidade analitica dos testes
de deteccdo de sangue oculto fecal baseados nos reagentes Guaiac (gTSOF) e Benzidina

(bTSOF) nos caes.

1.1 Justificativa

Em medicina veterinaria a pesquisa de sangue oculto fecal é pouco explorada mesmo
diante de fortes indicios de que diversas doencas sistémicas, limitando-se na maioria das
vezes a pacientes com anemia decorrente de doencas do trato gastrointestinal, ou animais que
estejam recebendo medicagdes potencialmente promotoras de hemorragias gastrointestinais.

Vale destacar que os testes de sangue oculto fecal disponiveis para uso em animais,
cujas metodologias baseiam-se nos reagentes Benzidina e Guaiac, tratam-se de testes que
detectam de maneira inespecifica e subjetiva a presenca de hemoglobina em amostras fecais, e
cuja sensibilidade varia de maneira significativa entre estudos ja realizados anteriormente.

Além disso, os resultados aqui obtidos podem gerar futuras pesquisas na area de

terapéutica destas importantes doengas potencialmente causadoras de lesdes gastrointestinais.



2 METODOLOGIA

2.1 Comité de Etica

O experimento foi realizado nas dependéncias do Hospital Veterindrio da Universidade
Federal de Uberlandia (HV-UFU) no periodo compreendido entre julho e setembro de 2020,
ap6s aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) ( Protocolo n® 017/2019).

2.2 Animais
Foram utilizados, apos pré-selecao, 6 caes domésticos saudaveis, machos e fémeas, de
diferentes idades e portes fisicos (com peso superior a 1 kg), cujo bom estado de saude foi

aquilatado com base nos exames clinicos gerais e laboratoriais de rotina.

2.3 Fatores de inclusdo e exclusdo dos animais do grupo experimental

Foram incluidos na pesquisa, cdes saudaveis, sem quaisquer morbidades pré-
diagnosticadas, que obtiveram resultados normais ou dentro dos valores esperados para a
espécie canina quando foram submetidos a exame clinico completo (anamnese, exame fisico
geral e especifico) e exame coproparasitolégico negativo para parasitos intestinais e/ou
melena/hematoquezia e que obtiveram resultados negativos para sangramento oculto fecal por
ambas metodologias (Guaiac e Benzidina). Foram excluidos do experimento todos os animais
que apresentaram sinais clinicos e fisicos de qualquer outra doenca apds terem sido incluidos,
bem como animais que passaram a apresentar sinais clinicos de perda de sangue
gastrointestinal (hematoquezia e/ou melena), diarreia, endoparasitas, comorbidades, animais
que tiveram que ingerir medicamentos destinados a profilaxia de lesdes gastrointestinais
(incluindo aglutinantes de fosfato, agentes citoprotetores, antagonistas da histamina dos
receptores H, e/ou inibidores da bomba de protons), ou que sejam potencialmente causadoras
de erosdes ou ulceracdes no trato gastrointestinal (incluindo anticoagulantes, salicilatos, anti-
inflamatérios ndo esteroidais, glicocorticoides, antibidticos, prostaglandinas, quimioterapicos)

ou condi¢des médicas desfavoraveis a critério do investigador.

2.4 Delineamento experimental
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2.4.1 Pré-selecao: coleta e analise de amostras biologicas

Amostras de fezes, originadas de defecacdo espontdnea foram encaminhadas ao
Laboratorio de Patologia Clinica do HV-UFU para realizagao de exame coproparasitologico
direto e Willis, para detec¢do de ovos de Ancylostoma spp., Toxocara spp., Ascaris spp., entre

outros e a observacao de oocistos de protozodrios como Isospora spp., Eimeria spp. € Giardia

Spp.

2.4.2 Coleta das amostras biolégicas para determinacao da sensibilidade analitica
dos testes de deteccao de sangue oculto fecal

Para realizacdo dos testes de sensibilidade de sangue oculto fecal utilizando as
metodologias baseadas nos reagentes Benzidina (bTSOF) e Guaiac (gTSOF), foram
necessarias novas amostras de fezes e amostras de sangue total dos animais pré-selecionados,
tanto para constatagdo da sanidade dos animais, quanto para prepara¢do das amostras fecais
contendo as quantidades estipuladas de Hb g/fezes.

Amostras de 3-4 mL de sangue total foram coletadas dos animais por venopungdo
jugular [(volume ndo extrapola a quantidade de méxima de 10% do volume sanguineo
circulante recomendada/cao — 7,9-9,0 mL para cdes acima de 1 kg (FIOCRUZ, 2008)]. A
amostra de sangue foi fracionada e envasada em tubo com e sem anticoagulante. As amostras
recolhidas nos tubos com EDTA foram utilizadas para realizacdo do hemograma e do
diferencial de leucdcitos em esfregacos de sangue no Laboratdrio de Patologia Clinica do HV-
UFU. Apo6s coagulacdo do sangue transferido para os tubos secos, a amostra foi centrifugada
para separacao do soro, o qual foi utilizado para realizacdo das andlises bioquimicas séricas
pertinentes a confirmacdo da sanidade dos animais (atividade da enzima alanina
aminotransferase, concentracdo de creatinina, proteina total e albumina séricas).

Novas amostras de fezes, foram novamente obtidas por defecacdo espontanea para
realizagdo dos testes de sensibilidade utilizando as metodologias baseadas nos reagentes
Benzidina e Guaiac. Salienta-se que, nenhum outro método de coleta de fezes (p.ex. extragdao
manual na ampola retal ou sondagem intestinal) foi empregado neste experimento devido
risco de pequeno sangramento na mucosa intestinal durante a manobra e possivel alteragdo no

resultado do exame.

2.4.3 Metodologia para realizacao do Teste de Benzidina (bTSOF)
As amostras de fezes foram distribuidas em um disco de papel e acrescidas de 50 uL de

uma solucdo preparada a partir de 1 mL de acido acético a 50% e 10 mg de benzidina. A
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homogeneizagao foi feita com auxilio de espatula de madeira, sendo acrescentadas 3 gotas de
agua oxigenada a cada amostra, cuja formacdo de halo de cor azulada em qualquer amostra
foi considerada reagdo positiva para presenca de sangue nas fezes. O ensaio foi repetido por
seis vezes na mesma amostra, utilizando o mesmo método de confecg¢do. A analise foi
realizada e graduada de acordo com Narita et al. (2005) e Crivellenti et al. (2017) e a leitura
dos resultados foi executada 30 segundos apds a aplicagdo dos reagentes. A interpretagao
indica que no caso em que nao houve nenhuma mudanca de coloragao observada na superficie
manchada, a amostra foi considerada negativa. Ao contrario, no caso em que a mancha na
superficie foi azul, o teste foi considerado positivo. A presen¢a e a intensidade de sangue
oculto fecal foi entdo classificadas em 0 quando o sangue oculto nas fezes foi ausente, 1 para
fraco positivo, 2 para moderadamente positivo e 3 para forte positivo (NARITA et al., 2005;
CRIVELLENTI et al., 2017) (Figura 1).

NEGATIVO (0) FRACAMENTE POSITIVO (1)

.- -

MODERADAMENTE POSITIVO (2) FORTEMENTE POSITIVO (3)

Figura 1. Representacao da classificacdo de acordo com a presenga e intensidade de sangue
oculto fecal baseado no reagente benzidina. Adaptado de Narita et al. (2005) e
Crivellenti et al. (2017).
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2.4.4 Metodologia para realizacdo do Teste de Guaiac (gTSOF)

O teste de sangue oculto fecal pelo Guaiac (gTSOF) (Feca-cult® envelope, Inlab
Diagnostica, Brasil), foi realizado conforme a bula do fabricante. Com aplicadores diferentes,
finas camadas de fezes foram colocadas dentro de cada circulo do envelope proprio do kit
comercial. O ensaio foi repetido por seis vezes na mesma amostra, utilizando o mesmo
método de confeccdo. Na parte traseira do envelope, foram instiladas trés gotas de solugdo de
desenvolvimento do produto em cada se¢cdo e o resultado foi lido apds 30 segundos. O
aparecimento de tragos de cor azul/verde indicou a presenga de sangue oculto e foi
considerado um resultado positivo. Entretanto, nenhuma indicac¢ao de azul/verde verificada, o

resultado foi considerado negativo (Figura 2).

i WSS
*t\" ...
NEGATIVO (0) FRACAMENTE POSITIVO (1)
k
N
MODERADAMENTE POSITIVO(2) FORTEMENTE POSITIVO (3)

Figura 2. Representagdo da classificagdo de acordo com a presenga e intensidade de sangue
oculto fecal baseado no reagente guaic. Adaptado de Narita et al. (2005) e
Crivellenti et al. (2017).

2.4.5 Preparacao das amostras de fezes para os testes de sensibilidade

As fezes colhidas por defeccdo espontanea, foram fracionadas em seis amostras. Uma
delas permaneceu em natura, € as demais foram gradualmente adicionadas de quantidades
calculadas do sangue total obtido do animal (baseada na concentragdo de hemoglobina), para

obter amostras contendo 1, 5, 10, 20 e 40 ng de hemoglobina por grama de fezes (Hb g/fezes).
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Todas as amostras foram cuidadosamente homogeneizadas com auxilio de espatulas de

madeira individualizadas antes de serem testadas.

2.4.6 Testes de sensibilidade dos bTSOF e gTSOF

Baseado nos dados de literatura de que o menor limite de deteccdo de sangue oculto
fecal no teste do Guaiac ¢ de 10 mg de Hb/g de fezes (RICE; IHLE, 1994), e este sendo o
teste de maior especificidade que o bTSOF, os testes de sensibilidade foram realizados da
seguinte maneira:

a) Teste da amostra fecal in natura (controle negativo);

b) Teste da amostra fecal adicionada de diferentes concentragcdes de hemoglobina/g de
fezes: 1, 5, 10, 20 e 40 png de Hb/g de fezes;

c¢) Realizacdo dos testes de bTSOF e gTSOF conforme metodologia descrita nos itens
2.4.3 e 2.4.4, com 6 repetigdes para cada amostra (2 discos contendo 3 repetigdes do teste
utilizando o reagente benzidina cada; e 3 cartelas contendo 2 repeti¢cdes do teste contendo o

reagente guaic).

2.5 Analises estatisticas

ApoOs a obtencao das 486 imagens, foram elaborados codigos aleatdrios contendo cinco
digitos (entre letras e numeros aleatoriamente). A quantidade de céddigos gerados foi
proporcional ao nimero de imagens obtidas, e cada codigo foi utilizado na renomeagdo de
cada imagem, para que assim, as imagens fossem embaralhadas para posterior avaliagdo pelos
trés especialistas em patologia clinica veterinaria. O aplicativo utilizado para gerar os codigos
foi 0 “Aleatério” versao 1.2
(https://play.google.com/store/apps/details?id=com.start.devaneio.aleatorio). Tanto as imagens em
formato JPG, quanto o padrdo de classificagdo em escala de azul, baseada na literatura
(NARITA et al., 2005; CRIVELLENTI et al., 2017) e proposta pelos pesquisadores (Figuras
1 e 2) foram disponibilizadas aos trés avaliadores. Os dados foram entdo avaliados utilizando
dois tipos de classificacdo; por positividade, ou seja, “auséncia vs. presenga” de sangue oculto
nas fezes (escores 0 e 1, respectivamente) e por intensidade, na qual utilizou-se “auséncia vs.
intensidade de sangramento oculto fecal fraco, moderadamente e forte positivo” (escores 0, 1,
2 e 3, respectivamente). Foram determinados sensibilidade [a/(a+b)], especificidade [d/(c+d)],

valor preditivo positivo [a/(a+c)], valor preditivo negativo [d/(b+d)], razdo de probabilidade
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positiva [Sens/(1-Esp)], razdo de probabilidade negativa [(1-Sens)/Esp] e acuracia
[(atd)/(atb+tct+d)], nos quais “a” = valores verdadeiro positivos, “b” = wvalores falso
negativos, “c” = valores falso positivos e “d”= valores verdadeiro negativos (KAWAMURA,
2002). Todas as amostras fecais iniciais foram consideradas verdadeiras negativas, tornando-
se verdadeiramente positivas quando adicionadas de qualquer quantidade de sangue (1, 5, 10,
20 ou 40 pgHb/g de fezes). Valores falso positivos foram evidenciados quando amostras
iniciais foram classificadas como contendo qualquer quantidade de sangue, e os falso
negativos, quando amostras sabidamente adicionadas qualquer quantidade de sangue foram
classificadas como negativas.

Os resultados dos trés avaliadores foram testados quanto ao grau de concordancia pelo
método estatistico Kappa (p., coeficiente de correlagio de concordancia intraclasse) e
intervalo de confianga de 95%. Como a for¢a de concordincia resultou significativa
(p<0,0001), porém moderada (p . < 0,90), utilizou-se a moda pra determinar a classificagao de

cada amostra e realizar a comparagao dos dados pelo teste de Qui Quadrado.
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3 RESULTADOS

Obteve-se €xito na realizagdo de todos testes de detec¢dao de sangue oculto, tanto pela
metodologia utilizando benzidina, quanto guaiac. Nenhum dos animais apresentou sinais de
infeccdo ou inflamacdo no local da coleta de sangue para realizagdo tanto das analises
hematologicas e bioquimicas sanguineas, quanto no momento de fornecer a amostra de
sangue para preparacao das amostras fecais contendo as concentragdes pré-estabelecidas de
hemoglobina por grama de fezes (Hb/g fezes).

Um total de 486 imagens geradas a partir de amostras fecais dos 6 caes selecionados e 6
diferentes concentragdes de Hb/g de fezes foram avaliadas por 3 patologistas clinicos as
cegas, sendo 198 imagens referentes aos testes de benzidina (2 repeticdes) e 288 imagens
referentes aos testes de guaic (3 repetigdes).

Os dados foram avaliados utilizando dois tipos de classificacdo, por positividade, ou
seja, “auséncia vs. presen¢a” de sangue oculto nas fezes (escores 0 e 1, respectivamente) e por
intensidade, na qual utilizou-se “auséncia vs. intensidade de sangramento oculto fecal fraco,
moderadamente e forte positivo” (escores 0, 1, 2 e 3, respectivamente).

Quando classificados de acordo com a intensidade proposta pelos pesquisadores, o
coeficiente de Kappa obtido nos testes avaliados conjuntamente foi de 0,477, indicando que
existiu uma concordancia moderada significativa entre as classificagdes dos avaliadores
(p<0.0001). Ja quando classificados conjuntamente por positividade, o coeficiente Kappa
aumentou para 0,772 (p<0.0001). Quando analisados separadamente, a concordancia entre os
avaliadores apresentou quedas significativas quando classificados por intensidade (Kappa =
0,304 para o guaic e Kappa = 0,298 para a benzidina). J& quando classificados por
positividade, obteve-se uma redug¢do da concordincia entre os avaliadores para o teste da
benzidina (Kappa = 0,639) e aumento para o teste do guaiac (Kappa = 0,881).

Como houve concordancia entre os avaliadores, os testes foram comparados a partir dos
resultados da moda das classificagdes por intensidade de sangramento frente aos testes
(benzidina vs. guaiac) (Tabela 1), e também frente as diferentes concentragdo de Hb/g de

fezes (0, 1, 5, 10, 20 e 40 pg) para um dos testes individualmente (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 1. Comparagcdo das classificagcdes por intensidade de sangramento e frente as
diferentes concentra¢des de Hb g/fezes frente aos testes de benzidina e guaiac.

INTENSIDADE DE SANGRAMENTO

Ausente (0) Fraco (1) Moderado (2) Forte (3) Total

TESTE
Benzidina 6 (09%) 3 (05%) 8 (12%) 49 (74%) 66 (100%)
Guaiac 6 (06%) 15(16%) 73 (76%)  2(02%) 96(100%)
Total 12 18 81 51 165
CONCENTRACAO
(ug Hb/g fezes)
0 12 (100%) 0 0 0 12 (100%)
1 0 11(37%) 15 (50 %) 4 (13%) 30 (100%)
5 0 3 (10 %) 16 (53%)  11(37%) 30 (100%)
10 0 1 (03%) 18 (60%)  11(37%) 30 (100%)
20 0 3 (10%) 15(50 %) 12 (40%) 30 (100%)
40 0 0 17 (57 %) 13 (43%) 30 (100%)
Total 12 18 81 51 162

Ambos os testes foram capazes de identificar 100% das amostras com auséncia de
sangue, havendo na intensidade de sangramento um predominio significativo de classificagao
moderada pelo teste utilizando guaiac (76%) e forte (74%), pelo teste utilizando benzidina
(p=7,78636x10%%). Quando avaliadas as diferentes concentracdes, observou-se maior
tendéncia a classificacdo de intensidade moderada (>50%), € que nenhuma amostra isenta de
sangue foi classificada como positiva, bem como nenhuma contendo 40 pug Hb/g fezes obteve

classificagdo fraco positiva (p=1,88853x107?),
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Tabela 2. Comparacao das classificagdes por intensidade de sangramento frente as diferentes
concentragdes pelo teste de benzidina.

CONCENTRACAO INTENSIDADE DE SANGRAMENTO
(ug Hb/g fezes) Ausente (0) Fraco (1) Moderado (2) Forte (3) Total
0 6 (100%) 0 0 0 6 (100%)
1 0 3 (25 %) 5 (42%) 4 (33%) 12 (100%)
5 0 0 2 (17%) 10 (83%) 12 (100%)
10 0 0 1 (08%) 11 (92 %) 12 (100%)
20 0 0 0 12 (100%) 12 (100%)
40 0 0 0 12 (100%) 12 (100%)
Total 6 3 8 49 66

Tabela 3. Comparacgdo das classificagdes por intensidade de sangramento frente as diferentes
concentragdes pelo teste de guaiac.

CONCENTRACAO INTENSIDADE DE SANGRAMENTO
(ug Hb/g fezes) Ausente (0) Fraco (1) Moderado (2) Forte (3) Total
0 6 (100%) 0 0 0 6 (100%)
1 0 8 (44,5 %) 10 (55,5%) 0 18 (100%)
5 0 3 (17 %) 14 (78%) 1(05%) 18 (100%)
10 0 1 (05 %) 17 (95%) 0 18 (100%)
20 0 3 (17%) 15 (83%) 0 18 (100%)
40 0 0 17 (95%) 1(05%) 18 (100%)
Total 6 15 73 2 96

Quando o desempenho dos testes foi avaliado separadamente para classificar a
intensidade de sangramento nas diferentes concentragdes de Hb nas amostras fecais, observou-
se que a partir de 5 pgHb/g de fezes houve maior tendéncia a classificacdo de intensidade
moderada (>78%) pelo teste utilizando guaiac (p=7,26686x10"*) e de intensidade forte
positiva (>83%) pelo teste utilizando benzidina (p=1,65365x10"""). Vale ressaltar que, da
mesma maneira que a andlise feita frente aos testes, nenhuma amostra isenta de sangue foi
classificada como positiva, bem como nenhuma amostra contendo 40 pug Hb/g fezes obteve
classificagdo fraco-positiva. Entrentanto, esta analise adicional permitiu verificar que o teste de

benzidina classificou todas as amostras com concentragdes superiores a 20 pg Hb/g de fezes
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como forte-positivas, enquanto o guaiac classificou apenas 5% das amostras contendo 40 pg

Hb/g fezes como forte positivas.

Os dados das analises epidemiologicas estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Dados das analises epidemioldgicas dos testes de deteccao de sangue oculto fecal
pelos métodos benzidina e guaiac em amostras de fezes caninas contendo as
concetragoes pré-estabelecidas de hemoglobina por grama de fezes (Hb/g fezes).

BENZIDINA GUAIAC

Sensibilidade 78% 94%
Especificidade 99% 99%
VPP 93% 94%
VPN 98% 99%
RVP 77% 94%
RVN 22% 6%

Acurécia 97% 99%

*Legenda: VPP, valor preditivo positivo; VPN, valor preditivo negativo; RVP, razdo de
verossimilhanga positivo; RVN, razdo de verossimilhanca negativo.

O melhor desempenho foi evidenciado pelo teste de guaic, com 94% de sensibilidade e
99% de especificidade. O teste de benzidina também apresentou a mesma eficiéncia em
especificidade (99%), porém moderada sensibilidade (78%). Embora tenha havido menor
desempenho da benzidina em detectar os verdadeiros positivos dentro das amostras fecais que
continham sangue, este fato ndo afetou importantemente os valores preditivos positivos, nem
os valores preditivos negativos deste teste. A propor¢ao total de resultados corretos foi
significativamente elevada em ambos os testes, refletindo precisao tanto da benzidina, quanto
do guaiac em identificar amostras fecais contendo sangue oculto (acuracia de 97% e 99%,
respectivamente). No que diz respeito as razdes de probabilidade positivas e negativas, ambos
os testes tiveram bons desempenhos, com maiores resultados de RVP e menores valores de
RVN.

Quando o desempenho dos testes foi avaliado individualmente de acordo com as
concentragcdes de Hb/g de fezes observou-se que a sensibilidade ndo se alterou para nenhum
deles, permanecendo 78% para a benzidina, e 94% para o guaiac. A especificidade, por sua

vez, apresentou-se reduzida na concentracdo de 1 pug Hb/g de fezes (de 99% para 97% na
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benzidina, e 98% no guaiac) e atingiu seu maximo de eficiéncia (100% tanto para benzidina,

quanto para o guaiac) nas concentragdes de sangue acima de 5 pg Hb/g de fezes.
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4 DISCUSSAO

Diante da indicagdo de pesquisa de sangue oculto fecal em diversas doengas
potencialmente causadoras de disturbios vasculares e/ou de coagulagdo em pequenos animais,
tais como ulceracdes gastroduodenais de origem neoplasica e nao neoplasicas (STATOON;
BRIGHT, 1989; CARIOU et al., 2009), doenga renal cronica (CRIVELLENTI et al., 2017;
IRIS, 2019), trombocitopenia imunemediada (WALDROP et al., 2003), hipercortisolismo
iatrogénico (ROHRER et al., 1999), entre outras; a determinagdo de qual reagente ¢ mais
sensivel e/ou especifico, bem como se os escores propostos por parte dos referidos
pesquisadores (NARITA et al., 2005; CRIVELLENTI et al., 2017) realmente sdo uteis e
necessarios, motivou a presente pesquisa.

Os resultados do presente trabalho corroboraram os dados da literatura que utilizaram os
reagentes benzidina e guaiac para deteccdo de sangramento oculto fecal (ILLINGWORTH,
1965; MORRIS et al., 1976; AHLQUIST et al., 1984; BEG et al., 2002; GIBBONS et al.,
2005), demonstrando que ambos sdo capazes de identificar quantidades inclusive inferiores as
informadas na bula do produto comercial humano, Fecca Cult®, que ¢ de 10 pg Hb/g fezes
(INLAB DIAGNOSTICA, 2000).

Pode-se notar na Tabela 1 que nas fezes in natura (contendo 0 pg Hb/g fezes) nenhum
avaliador encontrou sangue nas amostras, ressaltando a utilizagdo dos referidos testes para
descartar a ocorréncia de sangramentos ocultos fecais. Por outro lado, a maior parte dos
avalidores classificou as amostras sabidamente contendo sangue, de maneira geral, como
fortemente positivas (escore 3) pelo teste utilizando reagente benzidina (74%) e como
moderadamente positivas (escore 2) pelo teste utilizando guaiac (76%), demonstrando uma
tendéncia a superestimac¢do e/ou a subestimagdo das quantidades de sangue oculto fecal,
quando avaliados pelos testes, respectivamente.

Quando os testes foram analisados conjuntamente, nenhuma amostra contendo quatro
vezes o valor de deteccdo (40 pg Hb/g fezes) foi classificada como falso-negativa e todas as
amostras contendo concentracdes inferior ao limite de dectegdo testado de 10 ug Hb/g fezes
foram classificadas como positivas, variando de fraca a até fortemente-positivas.
Notavelmente na concentragdo de 5 ug Hb/g fezes, 53% das amostras foram classificadas
como moderada e 37% como forte-positivas, sendo o teste de benzidina responsavel por 83%
(Tabela 2) dos resultados forte-positivos, contra apenas 5% (Tabela 3) de contribui¢do do
guaiac. Diante destes resultados, pondera-se sobre a sensibilidade de deteccdo do reagente

benzidina de reais sangramentos de origem gastrointestinais, ja que este aparentemente reage
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fortemente a poquissimas quantidades de sangue, as quais poderiam ocorrer durante o proprio
ato de defecag¢do, ou mesmo serem originados de dieta rica em proteina de origem animal
(RICE; IHLE, 1994; TUFFLI; GASCHEN; NEIGER, 2001).

O teste baseado no reagente guaiac apresentou desempenho superior ao da benzidina em
todos os quesitos. Alta sensibilidade e especificidade demonstram que numa populacido de
cdes que estdo apresentando sangramento gastrointestinal oculto, o guaiac consegue
identificar 94% dessa, da mesma forma que numa populacdo de cdes que ndo apresentam
sangramento gastrointestinal oculto, o mesmo consegue detectar 99%, respectivamente
(Tabela 4) (ROUQUAYROL; ALMEIDA, 1999).

Embora teste baseado no reagente benzidina ndo apresentou uma alta sensibildidade
como o teste baseado no guaiac, esse, por sua vez, apresentou 78% de sensibilidade, uma
sensibilidade moderada, entretanto o Valor Preditivo Positivo (VPP) e o Valor Preditivo
Negativo (VPN), apresentaram valores altos, o que significa que a probabilidade de um cao
com um resultado do teste benzidina positivo ter verdadeiramente sangramento
gastrointestinal oculto ¢ de 93%, enquanto que a probabilidade de um cdo com um resultado
do teste benzidina negativo ndo possuir sangramento gastrointestinal oculto ¢ de 98%. Dessa
maneira, podemos atribuir a sensibilidade moderada encontrada, a um erro na analise duplo-
cega feita pelos avaliadores da pesquisa (ROUQUAYROL; ALMEIDA,1999).

Em relagdo a Razdo de Verossimilhanca Positiva (RVP), essa varia de 1 a infinito
(FERREIRA; PATINO, 2018). Uma razao de verossimilhanga com o valor maior que 1, que ¢
o caso da presente pesquisa que possui 77% de RVP no teste benzidina e 94% no teste guaiac,
corrobora a presenca da doenca, o que significa que quanto maior a RVP, maior ¢ a
probabilidade de que o resultado positivo do teste aumente a probabilidade de sangramento
gastointestinal oculto se o resultado do teste for positivo.Quanto a Razdo de Verossimilhanga
Negativa (RVN) essa varia de 1 a 0, como os valores encontrados na pesquisa sao 22% (teste
benzidina) e 6% ( teste guaiac), valores que sdo proximos de 0, pode-se afirmar que menor ¢
a probabilidade de sangue oculto fecal na presenca de resultado negativo no teste.

A acuricia, medida utilizada para avaliar a propor¢do total de resultados corretos
(ROUQUAYROL; ALMEIDA,1999), foi alta. Tais resultados demostram que ambos os testes
sdao altamente capazes de diagnosticar a condi¢dao para a qual eles foram criados, ou ainda,
capazes em acertar o diagnostico da condicdo testada, que, na atual circunstancia trata-se do
sangue oculto nas fezes de caes.

Finalmente, ao se comparar todos resultados encontrados no teste baseado no reagente

benzidina com os resultados encontrados no teste baseado no reagente guaiac, pode-se notar
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que este ultimo apresentou melhor desempenho individual que o primeiro. Cré-se que tal
superioridade possa estar relacionada ao fato deste reagente apresentar-se comercialmente na
forma do teste Fecca cult®, o que geraria, a principio, nio somente praticidade na realizagdo
dos testes, mas menos interferéncias operador-dependentes, ja que para utilizagdo da
benzidina, fazem-se necessarias varias etapas pré-analiticas a cada novo teste, incluindo
pesagem do reagente, preparacdo de solucdo de acido acético a 50% e da solugdo de
benzidina, propriamente dita, a partir detes dois componetes. Ademais, o reagente benzidina
mostra-se potencialmente cancerigeno (SYED; KHATOON; SILWADI, 2001).

Vale ressaltar que este estudo piloto utilizou amostras fecais de animais clinicamente
saudaveis e, portanto, novos estudos em populacdes de animais portadores de doencas
sabidamente causadoras de lesdes do TGI, bem como envolvendo diagnésticos especificos
como endoscopia do TGI ou at¢ mesmo dados de necropsia para confirmacdo de lesdes

vasculares serdo cruciais para validacdo dos resultados aqui demonstrados.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que os testes bTSOF e gTSOF foram capazes de dectar concentragdes de
sangue a partir de 1 pug Hb/g fezes e que, embora o reagente Benzidina tenha apresentado boa
sensibilidade analitica para deteccdo de sangue oculto nas fezes de caes domésticos, o gTSOF
apresentou melhor desempenho individual em todos os quesitos analizados, incluindo

sensibilidade e praticidade na execugao do teste.
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