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DETERMINAQAO DE CORPOS CETONICOS NA URINA COMO FERRAMENTA PARA O
DIAGNOSTICO RAPIDO DE CETOSE SUBCLINICA BOVINA E RELACAO COM A
COMPOSICAO DO LEITE!

(Urinary ketone bodies determination as a tool for fast diagnosis of bovine subclinical
ketosis and their relation with milk composition)
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RESUMO - Nas primeiras semanas de lactacdo as vacas de alta producdo apresentam severas
mudangas metabdlicas, em virtude do déficit energético derivado do baixo consumo de matéria
seca e da alta producéao, constituindo fator predisponente para a cetose. As perdas econémicas
ocasionadas pela cetose subclinica ndo tém sido adequadamente avaliadas. O presente trabalho
teve por objetivo relacionar a presenca de corpos cetdnicos na urina com os niveis plasmaticos de
beta-hidroxibutirato (BHB) e o conteudo de sélidos totais no leite. Foram utilizadas 140 vacas
multiparas da raca Holandesa de cinco rebanhos com producéo intensiva nas condicées do Sul do
Brasil. Os animais foram amostrados nas semanas 2, 5, 8 e 11 de lactacdo. Em cada periodo foram
coletadas amostras de urina, amostras de sangue para a quantificacdo de BHB e amostras de leite
para a determinacao de sélidos totais. Na urina foram aplicadas quatro tiras reativas para a
determinacao de corpos ceténicos pelo método do nitroprussiato de sodio e foi determinado o pH.
A proporgcédo de vacas positivas a cetonuria foi de 11,2%. Valores de BHB acima de 1,2 mmol/L
(ponto de corte para cetose) estiveram presentes em 12,4% das vacas. Concluisse que a cetose
subclinica pode ser monitorada através tiras reagentes de corpos cetbnicos na urina. Nao foi
encontrada correlacao entre os sélidos totais no leite e o estado de cetose do animal.
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ABSTRACT - In early lactation, dairy cows high-yielding production suffer a variety of metabolic
changes derived from energy deficiency, due to poor dry matter ingestion and high milk production,
which are factors that predispose to ketosis. The main objective of the present paper was to relate
the presence of urine ketone bodies with beta-hydroxybutyrate serum levels and total solids in milk.
One hundred and forty multiparous Holstein-Friesian dairy cows high-yielding production belonging
to five commercial dairy herds in semi-intensive production systems of southern Brazil were used.
Sampling was done at 2, 5, 8 and 11 post-calving weeks. In each period samples of urine, blood and
milk were obtained for determination of ketone bodies, beta hydroxybutyrate and total solids,
respectively. Four different strips for testing ketone bodies in urine by sodium nitroprussiate method
were used. Also, urinary pH was measured. The proportion of cows positive to ketone bodies in
urine was 11,2%. BHB values above 1,2 mmol/L (cut-off point for ketosis) were present in 12,4% of
the cows. In conclusion, the subclinical ketosis in dairy cows may be diagnosed through the use of
strips for urine ketone bodies. No relation between ketone bodies and milk components were found
in the cow.

Key-words: ketosis, ketone bodies, postpartum, urine.
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Introducao

A cetose é um transtorno comum nos
rebanhos leiteiros, definida como uma
desordem do metabolismo de carboidratos e das
gorduras e caracterizada pelo incremento de
corpos cetbnicos no sangue (GEISHAUSER et
al., 1998). Sua principal causa é um desbalanco
energético, denominado Balangco Energético
Negativo (BEN). Apresenta-se nas primeiras
semanas pos-parto (ENJALBERT et al., 2001) e
atinge principalmente animais de alta produgéo
e elevada condicdo corporal ao parto.

A cetose faz parte do grupo de enfermidades
metabdlicas ou da producédo, junto com a
hipocalcemia, a sindrome de figado gorduroso, o
deslocamento de abomaso, a retencéo de placenta
e a acidose ruminal (MOORE e ISLHER, 1997;
HERDT, 2000; OVERTON e WALDRON, 2004).
Alguns autores estimam que a prevaléncia da cetose
em bovinos leiteiros poderia estar entre 8-34%
(GEISHAUSER et al., 1998; DUFFIELD, 2000).

A cetose € classificada como clinica ou subclinica
€ como primaria ou secundaria segundo a origem,
os sinais clinicos, a prevaléncia e o curso da doenga
(GEISHAUSER et al.,, 1998). Acredita-se que as
perdas econdmicas ocasionadas pela cetose
subclinica excedam as perdas ocasionadas pela
cetose clinica (DUFFIELD, 2000). O periodo de
maior risco de apresentacdo pode variar entre as
duas primeiras semanas pos-parto até a nona
semana, dependendo de: fatores individuais
(genética, adaptacdo metabdlica), da producao
durante a primeira fase da lactacdo, o manejo
alimentar, o consumo de matéria seca, a condi¢ao
corporal ao parto e 0 momento do pico de lactagéo
(DUFFIELD, 2000). O diagnéstico laboratorial da
cetose é baseado na determinacdo de corpos
cetdnicos no sangue, na urina ou no leite. Na cetose,
o beta-hidroxibutirato (BHB), principal corpo cetdnico,
apresenta niveis mais elevados no sangue, embora,
o limite como valor diagnéstico (“cut-off point”), ainda
seja controverso devido aos diferentes valores que
a literatura informa. Valores inferiores a 1.0 mmol/L
sa0 aceitos como normais, valores entre 1-3 mmol/
L indicariam cetose subclinica (GEISHAUSER et al.,
1998). No entanto, LAGO et al. (2004) informam de
possiveis casos de cetose com valores de BHB
abaixo de 1,4 mmol/L, valor usado como diagndstico
pela maioria de autores (ENJALBERT et al., 2001).
O acetoacetato apresenta elevada instabilidade
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reativa, ja que se descompde em acetona e diéxido
de carbono. A alta volatilidade da acetona a torna
pouco Util na rotina diagnéstica (DUFFIELD, 2000).

Diversos efeitos negativos sobre a producéo
sao ocasionados pela propria cetose ou pelas
seqlelas que dela se derivam (GEISHAUSER
et al., 1997; HERDT, 2000; OETZEL, 2008;
CORASSIN, 2004). Por outro lado, a cetose
ocasiona diminuicéo direta da producéao de leite
e mudancas na composicdo do mesmo. A
percentagem de gordura pode aparecer
aumentada em casos de cetose subclinica
(DUFFIELD, 2000). Esta associacédo entre
gordura no leite e cetose, pode ser devida a
maior disponibilidade de BHB e acidos graxos
para sintese de gordura na glandula mamaria,
provenientes da B-oxidagéo na lipélise do tecido
adiposo. No entanto, a queda nos valores de
proteina lactea pode ser devida ao desbalance
energético que afeta a sintese de proteina
bacteriana (REIST et al., 2002).

O presente trabalho teve por objetivo
relacionar a presenca de corpos cetdnicos na
urina com os niveis plasmaticos de beta-
hidroxibutirato e observar a associacao destes
com o conteudo de sélidos totais no leite,
visando avaliar a possivel influéncia da cetose
sobre a composicao do leite.

Materiais e Métodos

Para o presente trabalho foram utilizadas 140
vacas multiparas da raca Holandesa
pertencentes a cinco rebanhos comerciais com
sistema de producéo intensivo e producdes
médias acima de 25 kg/dia. A base da
alimentacao foi pastagem Tifton (Cynodon
niemfluesis), silagem de sorgo e de milho,
concentrado e suplemento mineral. O calculo
nutricional da ragéo foi conferido mediante o
programa Spartan Ration Evaluator (Michigan
State University). Os animais foram amostrados
nas semanas 2, 5, 8 e 11 de lactacdo. Em cada
periodo e cada rebanho, foram coletadas
amostras de urina de sete vacas, mediante
inducédo da miccao por massagem perineal, em
recipientes estéreis. As andlises na urina foram:
determinacdo digital de pH (OrionO, Brasil),
densidade por refratometria (Carl Zeiss
JenaO,Germany) e avaliagcdo de corpos
cetbnicos em trés fitas reagentes (MTK: Machery
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und Nagel, Germany, KDT: Roche Diagnostic,
Germany e MTX: Bayer Corp, USA), e em tabletes
reativos. (ACT: WDT, Germany).

Foram coletadas amostras de sangue mediante
venipungao coccigea em sistema vacutainer e tubos
sem anticoagulante. A amostra foi transportada sob
refrigeracao até o laborat6rio onde, por centrifugacéo
(2500 rpm por 15 minutos) foi obtido soro e
congelado a - 20° C até o momento da determinagao
de beta-hidroxibutirato (BHB) mediante ensaio
enzimatico ultra-violeta (Randox, UK). Tanto as
amostras de urina como as de sangue foram
colhidas ap6s a ordenha da manha. As amostras
do leite foram coletadas na ordenha da tarde
diretamente dos copos coletores da ordenhadeira,
conservadas com bromopol (2- bromo, 2-nitro-1,3
propanediol) e remetidas ao Servigo de Anélises de
Rebanhos Leiteiros (Universidade de Passo Fundo),
onde mediante técnica no infra-vermelho proximo
(NIRS), em aparelho automatizado (Bentley
Instruments, EUA), foram analisados os
componentes do leite: gordura, proteina, lactose e
solidos totais. A contagem de células somaticas
(CCS) foi feita através de citometria de fluxo (Bentley
Instruments, EUA). Mediante andlise enzimatica
colorimétrica, foi determinada a concentracao de
uréia no leite. A andlise estatistica incluiu os
procedimentos CORR e ANOVA do programa SAS
(2001).

Resultados e Discussao

Nos ruminantes, é possivel encontrar
normalmente, em especial algumas horas
depois da refeicdo, niveis aumentados de
corpos cetdnicos, entre os quais os mais
abundantes s&o o acetoacetato e o beta-
hidroxibutirato. A correlacdo desses metabdlitos
no sangue e na urina é alta (GEISHAUSER et
al., 1998; DUFFIELD, 2000) o que facilita a sua
avaliagdo. O aumento de corpos cetdnicos &
diretamente proporcional a mudancga associada
com a mobilizacdo de tecido adiposo
decorrente de insuficiente aporte de energia na
racdo ou de depressdo da ingestao de
matéria seca (MOORE e ISHLER, 1997;
DUFFIELD, 2000), situacdao que é comum
desde o inicio da lactacdo até o pico de
producdo nos rebanhos leiteiros de alta
produgcédo. No presente trabalho encontrou-
se que os maiores valores de BHB foram na
82 semana, concordando com o pico da
lactacdo. Na TABELA 1 apresentam-se os
valores médios de BHB e os principais
indicadores de qualidade do leite bem como
a producao média de leite. Na analise de
variancia nao foi achado efeito significativo
do periodo sobre as variaveis relacionadas
com a composicao do leite.

TABELA 1 —MEDIA, ERRO PADRAO E NIVEL DESCRITIVO DE PROBABILIDADE DO TESTE F(p) DA
ANALISE DE VARIANCIA PARA O EFEITO DE PERIODO SOBRE A COMPOSIGCAO DO LEITE,
OS PRINCIPAIS INDICADORES DE QUALIDADE DO LEITE E OS VALORES SERICOS DE
BHB EM VACAS DE ALTA PRODUGAO NO PLANALTO MEDIO DO RIO GRANDE DO SUL

DURANTE 2003-2004.

Semana de Lactacao

Componente
2 5 8 11 p
Gordura (g%) 3,62+ 0,10 3,77 £0,12 3,59 + 0,09 3,55+ 0,09 0,4445
Proteina (g%) 2,95 + 0,04 2,84 +0,04 2,86 + 0,05 2,91 £0,04 0,2892
Lactose (g%) 4,56 + 0,03 4,56 + 0,04 4,58 + 0,05 4,65+ 0,03 0,2745
STOTAL' (g%) 11,66 £+0,13 11,57+0,14 11,47+0,12 11,58 +0,12 0,8049
SNG? (g%) 8,03 +£0,10 7,79 £ 0,11 7,88 £0,10 8,03 + 0,11 0,2940
IPG® 0,84 + 0,02 0,78 £ 0,03 0,82 + 0,03 0,80 + 0,02 0,3492
NUL* 3,49 + 0,28 3,74 £ 0,30 3,26 + 0,34 3,42 + 0,39 0,7923
Producao® 32,6 +1,3 34,8 + 2,11 34,13+1,65 29,85+1,58 0,1808
ccs? 296 £70,18 521 +£139,7 271+90,34 411 +£114,0 0,3223
BHB’ 0,58 £ 0,04 0,74 + 0,07 0,78 £ 0,06 0,69 + 0,06 0,0620

ISTOTAL= Sélidos Totais, 2SNG= Sélidos Nao Gordurosos, 3IPG= indice Proteina Gordura, “NUL= Nitrogénio
Uréico no Leite, em mmol/l, ’Produgdo= Média invididual diaria em (L), *CCS=Contagem de Células
Somaticas em (10° células/mL), ’BHB= Beta hidroxi-butirato em (mmol/L).
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Os resultados médios de BHB encontrados
estdo abaixo dos niveis considerados como
indicadores de cetose. Os valores de BHB sao
considerados normais quando seu valor é
inferior a 1,0 mmol/L (KANEKO, 1997;
GEISHAUSER et al.,, 1998). Segundo
DUFFIELD (2000) o nivel individual de BHB e
a expressao de sinais evidentes de cetose sédo
muito variaveis. No entanto, os valores mais
elevados correspondem as semanas 5 e 8
onde igualmente apresentaram-se as maiores
producdes do leite. Coerente com que no leite
pode acontecer um aumento dos niveis de
gordura, quando existe mobilizagdo de tecido
adiposo, as percentagens de gordura na 52
semana sao as mais elevadas, o qual pode
estar refletindo a presenca de precursores para
a sintese de gordura como compensacao
gliconeogénica no balance energético negativo.
GEISHAUSER et al. (2000) incluiram dentro de
seu estudo a relacao entre CCS e a positividade
aos testes de cetose. No presente trabalho
encontrou-se, que a maior contagem de CCS
esteve na 52 semana, quando os valores de
BHB estiveram acima da média dos quatro
periodos analisados. No mesmo periodo foi
detectado o maior valor de uréia no leite (3,74
mmol/L), embora os valores encontrados
estejam dentro dos niveis aceitos como
referéncia para vacas leiteiras de alta producao,
0s quais estao no intervalo de 3,5 até 5,8 mmol/
L (KANEKO, 1997; JONKER et al., 1998). Estes
achados poderiam estar mostrando um efeito
negativo do BEN, sobre a composicao do leite
(aumento da gordura e diminuicdo do indice
proteina/gordura ou IPG) e sobre a saude da
glandula mamaéria identificado com o aumento
da contagem das CCS.

As fitas reagentes para o diagnéstico de
cetose usadas no experimento, tém como
principio ativo o nitroprussiato de sédio, que
em presenca de corpos cetbnicos em meio
saturado por aménia muda a cor original em
proporcao ao nivel de corpos cetdnicos. Assim,
as fitas podem ser usadas tanto na urina como
no leite (GEISHAUSER et al., 1998;
GEISHAUSER et al., 2000). A sua sensibilidade,
capacidade para indicar casos positivos de
cetose, e a especificidade, proporcédo dos casos
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negativos, dependem do nivel de corpos
cetbnicos excretados pelo animal, o que
constitui a maior dificuldade no uso rotineiro das
fitas na avaliacdo da cetose. Em casos nos
quais os valores de acetoacetato excretado na
urina ndo sejam elevados, a fita perde
sensibilidade. De forma normal, a urina néao
contém metil-cetona nem acetoacetato. Por
outra parte, a presenca de L-Dopa e de acido
fenil pirivico ndo presentes em forma normal,
pode gerar falsos positivos a corpos ceténicos
quando sao determinados na urina (DUNLAP
et al., 2000). Estas duas razdes, auséncia de
corpos cetdnicos na urina e a quase nula
presenca de substancias que alterem a prova,
fazem do teste de corpos cetbnicos em urina
um meio de diagnostico confiavel e especifico.

No presente experimento encontrou-se
11,22% de animais positivos a corpos cetbnicos
na urina. CORASSIN (2004) observou uma
prevaléncia de 17,5% para cetose, em trabalho
efetuado em similares condi¢ges no Brasil. No
entanto, na presente pesquisa s6 6,5% dos
animais apresentaram valores séricos de BHB
superiores a 1,2 mmol/L, e 12,45% mostraram
valores acima de 1,0 mmol/L. Dos animais
positivos a prova das fitas, 2,8% apresentaram
niveis séricos de BHB entre 0,834 até 1,0 mmol/
L, valor bem superior ao 0,41 mmol/L sugerido
por KANEKO (1997) como valor normal. Isto
pode estar indicando um valor inferior de ponto
de corte (“cut-off point”) para definir animais
positivos a cetose dentro das condicées dos
rebanhos estudados. A percentagem de
animais positivos na prova das fitas coloca em
evidéncia a prevaléncia da cetose, fato que esta
dentro dos niveis epidemiol6gicos informados
internacionalmente (DUFFIELD, 2000;
ENJALBERT et al.,, 2001; OETZEL, 2003;
CORASSIN, 2004).

Na TABELA 2 sao apresentados os
coeficientes de correlagdo linear de Pearson
entre o BHB e as fitas indicadoras de corpos
cetdnicos em urina. As informagdes apresentam
clara evidéncia da especificidade da prova e
permitem a selecdo de qualquer uma das
quatro fitas testadas para o diagndstico de
cetose subclinica, uma vez, que entre elas foi
determinada correlagéo altamente significativa.
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TABELA 2 — COEFICIENTES DE CORRELAGCAO ENTRE QUATRO TIRAS REAGENTES PARA A
DETECGAO DE CORPOS CETONICOS NA URINA E A CONCENTRAGAO DE BETA-
HIDROXIBUTIRATO SERICO (BHB) NAS PRIMEIRAS SEMANAS DE LACTAGAO DE VACAS
DA RACA HOLANDESA NO PLANALTO MEDIO DO RIO GRANDE DO SUL DURANTE O

PERIODO DE 2003-2004.

MTX MTK KDT ACT BHB
MTX 1
MTK 0,960** 1
KDT 0,897** 0,920** 1
ACT 0,778** 0,832** 0,856** 1
BHB 0,408** 0,425** 0,419** 0,357* 1
** (P<0,0001); * (P<0,0002).
As fitas MTX, MTK e KDT mostraram um Conclusoes

valor maior na correlacao entre elas, do que
os tabletes ACT. Em forma pratica, o uso das
fitas oferece vantagens sobre os tabletes
pela rapidez do teste e a leitura mais
confiavel. O uso das fitas & suficiente na
avaliacdo da cetose, passando a escolha da
fita para aspectos, como, custo e oferta no
mercado.

Os valores de pH da urina foram 8,35 *
0,3; 8,20 + 0,24; 8,26 + 0,12 e 8,23 + 0,23
para as semanas 2, 5, 8 e 11
respectivamente. O valor de pH urinario
corresponde ao esperado para bovinos com
dieta de alto conteddo de fibra (BOUDA et
al., 2000). As analises estatisticas néao
mostraram relacdo entre o pH e os valores
de BHB, nem com as fitas reagentes. Assim
a determinacdo do pH pode ser dispensada
dentro dos procedimentos diagndésticos de
cetose subclinica.

Devido a que as quatro fitas possuem alta
correlagédo foi selecionada uma delas (MTX)
para ser incluida dentro de uma analise de
correlacdo dos corpos cetdnicos na urina e 0s
valores séricos de BHB sobre os componentes
dos solidos totais do leite, na hip6tese de que
eles poderiam, em caso de cetose, induzir
alteragdes no leite. Nao foi observada correlagéo
significativa para nenhum dos parametros
avaliados. O comportamento da resposta foi
similar tanto para a prova na urina como nos
valores séricos de BHB. Ainda que diferentes
autores descrevem a possibilidade de alteracbes
na composicao do leite causada pela cetose
(MOTTRAM, 1997; DUFFIELD, 2000; HERDT,
2000) n&o sao apresentados trabalhos
especificos que documentem essa hipotese.

Foi achada uma prevaléncia de 11,22% de
positividade a corpos cetdnicos na urina.
Embora, este trabalho ndo seja um estudo
epidemiol6gico apresenta uma situagcao
latente de cetose subclinica nas vacas
leiteiras de alta producao. O estudo
demonstra que a cetose subclinica pode ser
monitorada mediante uma rapida e
econbmica prova de campo utilizando tiras
reagentes de deteccdo de corpos cetdnicos
na urina. A correlacéo entre os resultados das
tiras e o0s niveis séricos de beta-
hidroxibutirato € moderada. Ainda sendo
observadas algumas modificagbes na
composicdo do leite (aumento de gordura,
CCS e queda na relacao proteina:gordura),
os resultados ndo sao suficientes para
demonstrar o efeito da presenca dos corpos
cetdnicos sobre os diferentes componentes
do leite nas condi¢des deste trabalho.
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