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Uso de NIRs portatil para predigao de anemia e
diagndstico de ovinosinfectados por nematdédeos
gastrintestinais visando o tratamento seletivo
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Resumo - Haemonchus contortus é o nematddeo gastrintestinal (NGI) de
maior prevaléncia e importancia em pequenos ruminantes, por reduzir os
valores de volume globular (VG), causando anemia. O diagndstico precoce
da infecgao por NGI pela anemia pode ser utilizado para o tratamento
seletivo direcionado (TST) de ovinos, reduzindo o uso de antiparasitarios
e a resisténcia anti-helmintica. Esta pesquisa desenvolveu modelos para
a predicdo da anemia (valores de VG) e produziu uma ferramenta para
diagndstico de ovinos da raga Morada Nova (MN) infectados por NGI a partir
da analise multivariada de dados de espectroscopia no infravermelho préximo
(NIRS), coletados diretamente no sangue dos cordeiros. No total, 1728
espectros foram coletados em amostras de sangue de 216 cordeiros, usando
um equipamento portatil. Paralelamente, foram medidos os parametros
indicativos de infec¢ao: VG, grau FAMACHA, contagem de ovos por grama de
fezes (OPG) e o ganho médio diario de peso (GMD). Empregou-se a analise
de componentes principais (PCA) para analise exploratéria dos dados, a
regressao pelo método dos minimos quadrados parciais (PLS) para a predi¢ao
dos valores de VG via NIRS e a analise discriminante linear (PCA-LDA) para
o modelo de classificacdo e diagnostico. A combinacao dos procedimentos
de alisamento, padroniza¢do normal de sinal (SNV) e primeira derivada foi
a mais eficiente para o pré-tratamento dos dados. Os picos de absorgéo na
regido NIR associados a excitagdo de sobretons de grupos funcionais NH de
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proteinas tiveram grande peso nas componentes principais (PCs), indicando
que a técnica NIRS é sensivel as proteinas presentes no sangue.

O modelo para predigéo do VG pela PLS apresentou erro padréo de predigao
(SEP) de 2,27%, raiz da média quadratica dos erros de predigao (RMSEP) de
2,26%, e coeficiente de determinacao (R?) de 0,74, indicando boa correlagao
entre os valores de VG preditos pelo modelo desenvolvido e o VG obtido
pelo hematdcrito. O modelo PCA-LDA apresentou acuracia de 77,73% e
sensibilidade de 78,98%, superando a sensibilidade verificada para o método
FAMACHA (sensibilidade de 3,20%). Os modelos multivariados associados a
técnica NIRS reportados neste trabalho poderao ser empregados futuramente
como uma ferramenta rapida e versatil para o diagnéstico da infecgdo por
NGI e para a realizagdo do TST em cordeiros Morada Nova.

Termos para indexagao: controle parasitario, pequenos ruminantes, anemia, método
FAMACHA, diagnostico, NIRS, Analise Discriminante Linear.



Use of portable NIRS foranemia predictionand Diagnosis
of sheep infected by gastrointestinal nematodes for
selective treatment

Abstract - Haemonchus contortus is the most prevalent and important
gastrointestinal nematode (GIN) in small ruminants, reducing packed cell
volume (PCV) values, and causing anemia. Early diagnosis of GIN infection by
anemia can be used for targeted selective treatment (TST) of sheep, reducing
antiparasitic use and anthelmintic resistance. The goals of this study were
to develop models for the prediction of anemia (PCV values) and to create
a tool for the diagnosis of GIN-infected Morada Nova (MN) sheep, based
on multivariate analysis of near-infrared spectroscopy (NIRS) data collected
directly from de blood of the lambs. In parallel, other parameters indicative
of infection were measured: PCV, FAMACHA grade, eggs per gram of feces
(EPG) count and mean daily weight gain (DWG). Principal component analysis
(PCA) was used for exploratory data analysis, regression by the partial least
squares method (PLS) for the prediction of PCV values via NIRS and linear
discriminant analysis (PCA-LDA) for the model classification and diagnosis.
The combination of smoothing procedures, normal signal standardization
(SNV) and first derivative was the most efficient pre-treatment of the data
being adopted in the proposed procedure. The absorption peaks in the NIRS
region associated with the excitation of overtones of NH functional groups
of proteins had strong impact on the principal components (PCs), indicating
that the NIRS technique is sensitive to the proteins in the blood. The model
for predicting PCV by PLS presented a standard error of prediction (SEP) of
2.27%, root mean square error of prediction (RMSEP) of 2.26% and coefficient
of determination (R?) of 0.74, indicating a good correlation between the PCV
values predicted by the model and the PCV obtained by hematocrit. The PCA-
LDA model presented 77.73% accuracy and 78.98% sensitivity, surpassing
the sensitivity verified for the FAMACHA method (sensitivity 3.20%). The
multivariate models associated with the NIRS technique reported here can be
used in the future as a quick and versatile tool for GIN infection diagnosis and
to apply TST in Morada Nova lambs.

Index terms: parasite control, small ruminants, anemia, FAMACHA method, diagnosis,
NIRS, Linear Discriminant Analysis.
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Introducao

Os nematdédeos gastrintestinais (NGI) representam uma das maiores
causas de perdas produtivas na criagao de pequenos ruminantes no Brasil, com
destaque para a espécie Haemonchus contortus, causadora da hemoncose
(Maia; Rosalinski-Moraes; Sotomaior, 2013). H. contortus adere-se a mucosa
do abomaso e provoca lesdes que alteram a secre¢ao do acido cloridrico
e do pepsinogénio, promovendo uma falha na digestdo proteica do animal.
Porém, o maior prejuizo deve-se ao fato deste helminto ser hematéfago. Com
isto, ovinos com infecgdo macica por esta espécie desenvolvem um quadro
de anemia, causando perda de produtividade e elevada taxa de mortalidade
(Muchiut et al., 2019). Trichostrongylus colubriformis provoca lesdes entéricas
que diminuem a eficiéncia no uso de alimentos (menor absorgéo e diarreia),
o que reduz a produtividade e aumenta a ocorréncia de ébitos (Roeber; Jex;
Gasser, 2013), quadro similar ao provocado por Cooperia sp, que em ovinos
leva a infecgao leve (Amarante, 2014). Oesophagostomum columbianum, por
sua vez, causa enterite nodular, decorrente das mudas larvais, que provocam
formagdes calcificadas no intestino grosso (Jas; Ghosh; Das, 2010). Assim,
sendo a verminose causada por NGI o principal problema sanitario dos
rebanhos de ovinos, o controle adequado dessa enfermidade é imperativo,
caso contrario, a atividade pode se tornar inviavel economicamente, uma vez
que reduz a produtividade e pode levar os animais a morte (Amarante, 2014).

A resisténcia parasitaria aos anti-helminticos tem sido um dos maiores
desafios no controle dos NGl (Pereira et al., 2016). Os tratamentos seletivos
direcionados (Target Selective Treatment — TST) tém se apresentado como
uma estratégia eficiente para desacelerar o estabelecimento da resisténcia
parasitaria (Costa; Simdes; Riet-Correa, 2011). Portanto, ferramentas de
diagnéstico rapido e preciso tornam-se essenciais para a eficiéncia do TST e
o combate da hemoncose (Muchiut et al., 2019).

O hematdcrito € a metodologia mais indicada para diagnéstico clinico
da anemia, principal sintoma da hemoncose. Essa técnica consiste na
centrifugacdo da amostra de sangue e mede o volume globular (VG)
compactado com a separagdo e a determinagdo da fracdo de glébulos
vermelhos (eritrécitos) presente no sangue total. O VG é considerado um
método preciso para determinagdo da anemia, porém, requer a preparagao
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das amostras e a realizacdo dos ensaios em laboratério (Diaz Gonzalez;
Silva, 2008). O tempo necessario para esse procedimento € inadequado para
o TST, uma vez que o laudo s6 chega ao produtor apds a analise clinica em
laboratoério. Assim, ndo € possivel diagnosticar os animais ja contidos nos
currais e trata-los imediatamente e seletivamente.

O método FAMACHA tem sido utilizado para a detecgédo do grau de anemia
a campo, o qual é associado a coloragdo da mucosa conjuntival dos animais
(Wyk; Bath, 2002; Wyk; Mayhew, 2013). Todavia, treinamento técnico para
utilizacao correta do cartdo e tempo adequado para adaptagao e implantagao
da técnica na propriedade séo requisitos indispensaveis para o sucesso da
técnica (Chagas; Carvalho; Molento, 2007). Dessa forma, esse método pode
estar sujeito a falhas devido a subjetividade, imprecisao, falta de sensibilidade
e especificidade. O diagndstico impreciso pode levar a disseminagdao da
hemoncose, perda de produtividade, obitos ou ainda contribuir para o uso
excessivo de anti-helminticos, favorecendo a resisténcia (Pereira et al.,
2016). Assim, o estabelecimento do TST requer tecnologia de diagndstico
analiticamente precisa, rapida e acessivel, que possa ser aplicada a campo
no momento da coleta das amostras.

Os continuos desenvolvimentos e aplicagbes instrumentais observados
nos ultimos anos langaram a Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIRS)
em uma nova era de analises, tanto em laboratérios como em campo (Béc et
al., 2020). A espectroscopia no NIR emprega a radiagéo eletromagnética na
regido do infravermelho proximo com fétons que apresentam comprimentos
de onda entre 750 nm e 2.500 nm (4.000 cm™ e 13.333 cm™). Os espectros
NIRS sdo formados pela absorg¢ao da radiagédo pelas amostras, promovendo
a excitacao dos sobretons e combinacdes dos modos vibracionais associados
as seguintes ligacdes C-H, N-H, S-H e O-H. Métodos matematicos, como as
técnicas de analise multivariada, sdo necessarios para resgatar a informagao
quimica presente nos espectros (Pasquini, 2003).

Segundo Pasquini (2018), os desenvolvimentos recentes relacionados a
técnica NIRS estdo baseados em trés pilares: os aspectos fundamentais da
espectroscopia vibracional, ja bem estabelecidos; os avancgos instrumentais
incorporados nos Uultimos anos, voltados principalmente a miniaturizagao e
sistemas de imagens; e no tratamento e técnicas de processamento dos
dados quimiométricos. Com o suporte da analise multivariada de dados
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(AMV), a técnica NIRS tem sido amplamente utilizada para determinar
os constituintes majoritarios de diversas matrizes de interesse agricola
desde a década de 80 (Jintao et al., 2017), mas seu uso como ferramenta
de diagndstico na zootecnia e na medicina veterinaria ainda sdo pouco
explorado. Na area da saude, equipamentos NIRS tém sido utilizados para
determinagdes em sangue como: teor de glicose em camundongos (Jintao
et al., 2017), alteragbes para o diagnostico precoce de cancer (Raja et al.,
2019) e anemia em humanos (Sakudo et al., 2009). O NIRS também vem
sendo empregado na analise do plasma sanguineo para diagnéstico da AIDS
(Sakudo et al., 2005; Bahmani et al., 2009), da doenga de Alzheimer (Burns
et al., 2009; Carmona et al., 2013; Paraskevaidi et al., 2018), além da prenhez
em ovelhas (Andueza et al., 2014) e da Doenca Respiratoria Bovina (DRB)
em bezerros leiteiros (Santos-Rivera et al., 2021). Portanto, este estudo teve
por objetivos desenvolver modelos para a predicdo da anemia (valores de
VG) e criar uma ferramenta para diagndstico dos animais infectados por
NGI a partir da AMV de espectros NIR coletados no sangue de ovinos da
ragca Morada Nova. O interesse em longo prazo € criar uma ferramenta de
diagndstico para detecgédo dos animais infectados por NGI para tratamento
com anti-helmintico, de modo a atingir os objetivos do TST.

Material e métodos

Animais experimentais e coleta das amostras

O trabalho experimental foi desenvolvido com um rebanho ovino da raga
Morada Nova, da Embrapa Pecuaria Sudeste, localizada no municipio de
Séo Carlos, no estado de Sdo Paulo. O experimento foi conduzido em dois
anos e participaram 216 animais (114 no ano 1 e 102 no ano 2), sendo 117
machos e 99 fémeas, submetidos a infecgao natural por NGI. As coletas das
amostras foram realizadas do 63° dia de vida (D63) aos 210° dias de vida
(D210), a cada 21 dias, totalizando oito datas de coleta (D63, D84, D105,
D126, D147, D168, D189 e D210), quando foram medidos os parametros
OPG, GMD, VG, grau FAMACHA, e também coletados os espectros com
o equipamento NIRS portatil. Todos os animais receberam tratamento anti-
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helmintico no D63 (Ripercol® L - 150F, levamisol 18,8% injetavel, 9,4 mg /kg)
para estabelecer o inicio do experimento.

Foram coletadas 1728 amostras de fezes direto da ampola retal dos
animais para contagem de OPG individual (Ueno; Gongalves, 1998) e
coproculturas por pool de fezes dos animais (Roberts; O’Sullivan, 1950). Os
exames coproparasitolégicos foram importantes para quantificar o grau de
infecgdo em cada ovino e identificar os géneros de parasitas mais prevalentes.

A avaliagdo do grau FAMACHA foi realizada por um unico veterinario
habilitado e experiente na realizagdo do método na tentativa de reduzir o
viés de subjetividade. Apos a contengdo dos cordeiros, a mucosa ocular
conjuntiva foi exposta e classificada em uma das cinco categorias, variando
de 1 (coloracéo vermelho brilhante, animal saudavel) até 5 (coloracao palida,
quase branca, anemia grave). Animais com graus 1 e 2 sdo apresentados
na literatura como animais saudaveis e animais graus 3, 4 e 5 precisam de
tratamento. Os graus FAMACHA estdo associados a diferentes valores de
VG (Wyk; Bath, 2002).

Foram coletadas 1728 amostras de sangue por puncdo venosa
utilizando frascos (Vacutainer BD) de quatro mL, contendo o &cido
etilenodiaminotetracetato dissddico (EDTA). Cada amostra foi dividida em
dois frascos, sendo um deles empregado para a determinagdo do VG e o
outro para analise pela técnica NIRS. Capilares para micronematécrito foram
preenchidos com sangue e, em seguida, centrifugados a 10400 rpm por seis
minutos (Hettich). As células vermelhas foram entdo separadas das células
brancas e do plasma, e o VG compactado e medido com o auxilio de escala
padronizada (Diaz Gonzalez; Silva, 2008).

Coleta dos espectros NIRS e analises das amostras de
sangue dos ovinos

Aliquotas de um mL das amostras de sangue foram transferidas dos tubos
Vacutainer para placas de cultivo em acrilico de 12 pogos de 2,5 cm de didmetro
(Kasvi, Brasil), utilizadas como porta-amostras. Na sequéncia, os espectros
NIRS de cada uma das amostras foram coletados de forma estacionaria, no
modo de reflectancia difusa, em triplicata, com o espectrémetro portatil de
infravermelho préoximo (DLP®NIRscan™ Nano da Texas Instruments, EUA),
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equipado com detector de InGaAs (Arseneto de indio e galio), com faixa
espectral de 900 a 1700 nm para compor espectros com 200 pontos, com
resolugao de quatro nm e cinco varreduras por espectro.

Analise Multivariada e classificagdao dos dados

Foram obtidas 1728 amostras de sangue referentes aos 216 animais em
oito coletas com intervalo de 21 dias. Os espectros NIRS coletados foram
tratados pelo software de analise multivariada Unscrambler X (v.10.3, Camo
Analytics, Noruega). Em cada uma das amostras foram coletados espectros
em triplicata e obtido o espectro médio de cada amostra. Os espectros médios
originais foram submetidos aos seguintes pré-tratamentos matematicos:
alisamento pelo método de Savitzky-Golay com polindmio de grau dois e
janela simétrica de nove pontos; o método de transformagéo conhecido como
variagdo normal padrdo ou padronizagdo normal de sinal (SNV) e a primeira
derivada empregando o algoritmo de Savitzky-Golay com polinémio de grau
dois e janela simétrica de nove pontos.

Ap0ds os pré-tratamentos, os dados foram submetidos a analise exploratéria
pela analise de componentes principais (PCA). Foram selecionados apenas
925 espectros do conjunto inicial. Essa redugéo teve como objetivo balancear
a relagdo entre espectros de amostras de animais saudaveis e doentes
devido ao elevado numero de amostras classificadas como saudaveis.
Foram selecionados 768 espectros de animais saudaveis e incluidas todas
as amostras classificadas como doentes (157 espectros), fixando-se uma
relacdo de pelo menos um cordeiro doente para cada cinco saudaveis.

Os 768 espectros de amostras de animais saudaveis selecionados
foram escolhidos dentro dos quatro quadrantes do grafico de escores da
analise de PCA, para selecionar um subconjunto de dados que ainda fosse
representativo da variéncia do conjunto de dados inicial. Desenvolveram-
se modelos multivariados NIRS de predigdo para quantificacdo de VG pelo
método de regressdo dos minimos quadrados parciais (PLS) a partir dos
espectros NIR pré-tratados. Diferentes combinagdes de pré-tratamentos
foram avaliadas para determinar a que apresentasse maior coeficiente de
determinagéo (R?) e menores erros de calibragdo e predicdo. Em seguida,
foram criados modelos de classificagdo empregando-se o método de analise
discriminante linear (PCA-LDA) para o diagnéstico da infeccao por NGI.
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Analise dos Componentes Principais (PCA)

A PCA foi realizada centrando-se os dados na média empregando-se o
algoritmo de NIPALS. As amostras anémalas foram identificadas pelo grafico
de residuos e influéncia, sendo em seguida eliminadas. Posteriormente,
foi selecionado um subconjunto de dados de 925 espectros a partir dos
1728 espectros originais. Esse procedimento foi realizado para aumentar a
probabilidade de ocorréncia de animais doentes. Aprobabilidade de ocorréncia
ou probabilidade do pré-teste é definida como a razdo entre o niumero de
casos positivos (animais doentes) no conjunto total de dados. Dessa forma,
no conjunto inicial de 1728 amostras, a probabilidade de ocorréncia da doenga
era de 9,1% e no subconjunto selecionado a probabilidade de ocorréncia
passou a ser de 17%. O subconjunto resultante manteve grande variabilidade
entre as amostras e uma boa representatividade do conjunto de dados inicial.

Método de regressao Linear dos Minimos Quadrados Parciais (PLS)

Os 925 espectros pré-tratados selecionados foram divididos em um
conjunto de calibragéo e validagéo cruzada (685 espectros — 80%) e em um
conjunto de validagéo externa (240 espectros — 20%) para a construgdo do
modelo PLS. Na validagao cruzada, a partir do método randémico, escolheu-
se aleatoriamente 20 segmentos contendo aproximadamente 34 amostras
por segmento. O processo de validagéo cruzada consiste da subtragao das
34 amostras pertencentes a um dos 20 segmentos e o desenvolvimento de
um modelo de calibragédo a partir das 651 amostras restantes, utilizando-se
as 34 amostras retiradas para determinar a validagao estatistica do modelo.
Em seguida, o segmento previamente retirado é reincorporado ao conjunto de
calibracdo e um novo segmento com 34 amostras é retirado. Dessa maneira,
0 processo repete-se com a criagdo de um novo modelo de calibragdo com
651 amostras e a utilizagdo do segmento retirado contendo 34 amostras
para realizar a validagdo do novo modelo. O processo é realizado 20 vezes
com os 20 segmentos desenvolvendo-se 20 modelos. Assim, obteve-se um
modelo médio em que todas as 685 amostras foram utilizadas no processo de
calibracdo e de validacao interna. Na validacdo externa foram selecionadas
240 amostras, nao utilizadas na construcdo do modelo, para avaliar o
desempenho do modelo simulando uma situagado de rotina com amostras
desconhecidas. Os espectros das amostras provenientes de animais



14 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 56

doentes e saudaveis foram aleatoriamente distribuidos entres os conjuntos
de calibragao/validagédo cruzada e o conjunto de validagdo externa. Para o
conjunto de validagéo externa foi mantida uma relagcéo similar entre a razéo de
espectros de animais doentes e saudaveis do conjunto de calibracao (Tabela
1). As amostras anémalas foram detectadas pelos graficos de residuos e pelo
grafico de influéncia e removidas do conjunto de amostras analisadas.

Tabela 1. Numero de animais doentes e saudaveis no conjunto de calibragado e
validacéo externa.

Numero de amostras Total Calibra- Validagao Externa
Total 925 685 240
Espectros de animais doentes 157 110 47
Espectros de animais saudaveis 768 B/5) 193

O numero de fatores latentes foi escolhido de forma a minimizar a raiz
quadrada do erro médio de calibragdo (RMSEC) e a raiz quadrada do erro
médio de validagao cruzada (RMSECV) para a determinagéo do VG. Tais
parédmetros sdo medidas da exatiddo do modelo de regressdo e medem
o desvio médio entre os valores de VG preditos (y) pelo modelo NIRS e
os valores de VG experimentais (y,) obtidos pelo hematocrito. O RMSEC
mede a exatidao do ajuste do modelo ao conjunto dos dados de calibragao
e o0 RMSEP mede a exatiddo do modelo frente a amostras desconhecidas
(analises da rotina).

" .2 n 2 n ) 2
RMSEC = /72’:1@ =) rusecy = [0 Rusep = [0=Y)
N¢ Ney Np

PCA-LDA para classificagdao dos ovinos

A técnica da PCA-LDA foi utilizada para obter o modelo supervisionado
usado na classificagdo dos ovinos. O modelo PCA-LDA descreve
matematicamente a associacdo das informagbdes quimicas contidas nos
espectros NIR com o rétulo dado aos animais doadores das amostras, na
ocasiao da coleta. Utilizou-se a combinagéo de trés parametros (OPG, VG e



Uso de NIRS portatil para predigdo de anemia e diagndstico de ovinos infectados 15
por nematddeos gastrintestinais visando o tratamento seletivo

GMD) medidos pelos métodos convencionais para fechar o diagnéstico dos
animais e gerar os rotulos da fungao alvo atribuidos as respectivas amostras.

Um total de 925 espectros previamente selecionados foi utilizado para
a construcdo de um modelo PCA-LDA de classificacdo binaria (animais
saudaveis ou doentes) e outro modelo de classificagdo ternaria (animais
saudaveis, com doenga moderada ou doencga intensa).

Para a criagdo do modelo de classificagdo binaria o cordeiro era
diagnosticado e rotulado em duas classes, ‘saudavel ou doente’. O rotulo
‘saudavel’ era dado quando o animal apresentava pelo menos dois dos trés
critérios definidos com base nos parametros de referéncia, a saber: OPG
< 2000, GMD = 0,05 kg/dia, VG > 25%. Caso essa condigdo nao fosse
observada, o animal era diagnosticado como ‘doente’.

Para a classificacdo ternaria os cordeiros foram diagnosticados em
trés classes distintas: ‘saudavel, doenga moderada e doenca intensa’.
Estabeleceram-se estratos para os valores dos parametros OPG, GMD e VG
e atribuiu-se uma nota a cada um deles (Tabela 2). Assim, em fungéo do valor
medido, cada parametro recebia uma nota e a resultante da somatdria de
notas (SN) definia o diagndstico final. Para ser diagnosticado como ‘doente’,
o animal obrigatoriamente precisava ser classificado por pelo menos dois dos
trés parametros adotados. Caso o animal fosse classificado como doente
em somente um parametro a SN seria no maximo igual a trés e neste caso:
SN < 3 corresponde a classificagdo saudavel. Se o animal fosse classificado
como doente por dois ou mais parametros, 2 < SN < 6 seria indicado como
doenca moderada. Quando SN = 6 seria descrito como doenga intensa.
Assim, nenhum animal foi diagnosticado como ‘doente’ quando apresentava
este diagnéstico advindo de um unico parédmetro, ainda que tal parametro,
isoladamente, pudesse caracterizar doenca intensa. Essa decisdo foi
adotada para limitar a interferéncia de outras condi¢des de saude do rebanho
(gravidez, anemia, pneumonia, etc.) no diagnostico de NGI. Além disso, toda
vez que o ovino apresentava pelo menos dois pardmetros com nota trés, o
mesmo era inevitavelmente diagnosticado com ‘doenca intensa’.
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Tabela 2. Notas atribuidas aos niveis dos pardmetros OPG(1), GMD(1) e VG(1)
para classificagdo ternaria dos ovinos Morada Nova infectados por nematdédeos
gastrintestinais em: saudavel (0), doengca moderada (1) e doenca intensa (3).

Parametro Critério Nota
= 4000 3
OPG(1) > 2000 e < 4000 1
< 2000 0
<0 3
GMD (Kg/dia)(1) 20e<0,05 1
> 0,05 0
<20 3
VG(%)(1) >220e<25 1
> 25 0

(™ Ovos por grama (OPG); Ganho médio diario de peso (Kg/dia) (GMD); Volume globular (%) (VG).

Dada a peculiaridade da raca Morada Nova em relagdo a manifestagédo
dos sinais clinicos caracteristicos da infecgédo, ou seja, animais resilientes/
resistentes (Toscano et al., 2019a; Toscano et al., 2019b; Haehling et al.,
2020), a adogao desses critérios pareceu adequada para a nossa abordagem.
Todavia, alguns autores consideram que, em infec¢des mistas por helmintos
em ovinos, as contagens de OPG acima de 1000 seriam classificadas como
moderadas e a partir de 2000 intensas (Ueno; Gongalves, 1998).

Construiram-se matrizes de confusdo para cada método de referéncia
e para os modelos NIRS (PCA-LDA) de classificagéo binaria e ternaria. As
figuras de mérito de cada método foram calculadas e o desempenho no
diagnéstico de cada método foi avaliado.

Como foi muito baixa a porcentagem de ovinos classificados com grau
FAMACHA trés (1,3 %), quatro (0,2%) e cinco (0%), e, muitas vezes, néo
apresentava concordancia com os demais métodos de referéncia, optou-se
por excluir este método como critério de diagnéstico que integraria o modelo
NIRS de classificagéo obtido pelo PCA-LDA. Entretanto, as figuras de mérito
do FAMACHA foram calculadas para avaliar o seu desempenho frente aos
outros métodos de diagndstico.
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Figuras de mérito dos modelos de diagndstico

Os métodos OPG, GMD, OPG, FAMACHA e os modelos de classificacao
PCA-LDA desenvolvidos foram avaliados pelas seguintes figuras de mérito:
sensibilidade, especificidade, precisdo, escore F, e acuracia. A sensibilidade
do método de diagndstico é a capacidade de reconhecer corretamente um
resultado verdadeiro positivo para o alvo em questdo (Wong; Lim, 2011),
conforme a equacgéo:

) Sensibilidade (%) = VP/ (VP + FN) x 100, onde:
VP = verdadeiro positivo
FN = Falso negativo.

A especificidade é definida como a capacidade de identificar corretamente
uma amostra oriunda de um animal saudavel, resultado verdadeiro negativo,
dentre o conjunto de individuos sem a doenga, representada pela equacéo:

2) Especificidade (%) = VN/ (VN + FP) x 100, onde:
VN = verdadeiro negativo
FP = falso positivo.

Ja a acuracia é a medida da proporgao de individuos classificados
corretamente (Glas et. al., 2003) conforme a equacéo:

3) Acurécia (%) = (VP + VNO) / (VP + VN + FP + FN) X 100.

A precisao é definida pela razéo entre os casos classificados corretamente
como positivos e o total de casos positivos, de acordo com a equacgao:

“4) Precisao (%) = VP/ (VP + FP) x 100.

O escore F1 é uma métrica que varia entre zero e um sendo a média
harménica entre a precisdo e a sensibilidade e, consequentemente, avalia
em um Unico parametro estas duas figuras de mérito, dando um indicativo
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da qualidade geral do modelo desenvolvido. Quanto mais proximo de um,
melhor o desempenho do modelo de classificagdo de acordo com a equagao:

5) F,=2"Precisdo*Sensibilidade/ (Preciséo + Sensibilidade)

Resultados

Diagnéstico dos animais

Dentre as 925 amostras utilizadas, 157 (17%) foram rotuladas
(diagnosticadas) doentes e 768 (83%) saudaveis de acordo com os critérios da
classificagéo binaria. Quando adotados os critérios da classificagéo ternaria,
as 157 amostras doentes foram reclassificadas em doengca moderada 116
(12,54%) e doenca intensa 41 (4,43%) (Tabela 3).

Na classificagdo binaria, o critério OPG = 2000 foi o mais frequente e
esteve presente em 100% das amostras classificadas como doentes, seguido
pelo critério GMD < 0,05 (91,72%). Ja entre os animais diagnosticados como
saudaveis, o critério VG = 25% ocorreu em 100% das amostras, seguido
novamente pelo critério GMD > 0,05 (91,02%).

O critério baseado no parametro GMD foi o mais frequente entre os
animais com doenga moderada (81,03%) e o OPG mais frequente para
doenca intensa (87,80%), segundo a classificagéo ternaria.
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Tabela 3. Contribuicdo dos parametros OPG(1), GMD(1), e VG(1), para classificagéo
dos ovinos Morada Nova quanto ao grau de infecgao por nematddeos gastrintestinais.
Categorias OPG(1) GMD(1) VG(1)
Classificagao Binaria
Saudaveis 768 (83,03%)(2) 680 (88,54%)(3) 699 (91,02%)(3) 768 (100%)(3)

Doentes 157 (16,97%)(2) 157 (100,00%)(4) 144 (91,72%)(4) 45 (28,66%)(4)
Classificagao Ternaria

Saudaveis 768 (83,03%)? 680 (88,54%)® 699 (91,02%)® 768 (100%)®
Doenca moderada 116 49 (42,24%)® 94 (81,03%)® 25 (21,55%)®
Doenga intensa 41 (4,43%)? 41 (100%)® 36 (87,80%)® 12 (29,27%)®

(1) Ovos por grama (OPG); Ganho médio diario de peso (Kg/dia) (GMD); Volume globular (%) (VG);
(2) Relativo ao total de amostras (925);

(3) Relativo ao total de amostras saudaveis (768);

(4) Relativo ao total de amostras doentes (157);

(5) Relativo ao total de amostras com doenga moderada (116);

(6) Relativo ao total de amostras com doenga intensa (41).

Por meio das coproculturas foi possivel verificar a presenga dos géneros
Haemonchus, Trichostrongylus, Cooperia e QOesophagostomum, sendo
81,6%, 10,3%, 5,0% e 3,1%, respectivamente no ano um, e 83,3%, 12,6%,
3,5% e 0,6% respectivamente no ano dois.

NIRS e pré-tratamentos

A coleta dos espectros ocorreu no modo de reflectancia, mas os espectros
NIR foram transformados para as intensidades serem expressas em unidades
de absorbancia (log 1/R), de modo a preservar a relagao linear dos espectros
com a concentracdo dos analitos conforme a lei de Lambert-Beer. Uma vez
que a radiagdo NIR é sujeita a reflectancia difusa, € comum a existéncia de
uma variancia sistematica indesejavel que dificulta a aquisicdo da variancia
quimica de interesse.

Os espectros coletados nas amostras de sangue de ovinos apresentaram
o espalhamento e consequente deslocamento da linha de base para o
conjunto de espectros originais (Figura 1A). Os espectros originais centrados
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na média foram obtidos pela subtracdo do espectro médio em cada um
dos espectros individuais. Os espectros centrados na média removeram a
variabilidade comum a todos e acentuaram as diferengas quimicas entre
as diferentes classes de amostras de modo que foi possivel encontrar
diferencas nas caracteristicas dos espectros coletados em amostras de
animais saudaveis e animais doentes (Figura 1B). Além disso, observou-se
que os espectros provenientes de animais com doenga moderada e doenga
intensa sao mais semelhantes entre si quando comparados aos espectros
de animais saudaveis. A combinacao de pré-tratamentos (Alisamento, SNV
e 12 Derivada) foi a mais eficiente para a remogéo da variancia indesejada.
Os espectros pré-tratados ndo apresentaram deslocamento ou inclinagao
na linha de base de modo que foi possivel atribuir os comprimentos de
onda nos quais ocorreram as maiores diferengas associadas as amostras
de animais saudaveis, com doenca moderada e com doencga intensa (em
destaque na Figura 1C). As atribuigbes de banda dos grupos funcionais que
apresentam maiores variagdes entre os espectros de amostras de animais
doentes e saudaveis. Destacam-se ainda as atribui¢des de banda dos grupos
funcionais que apresentam maiores variagdes entre os espectros de amostras
de animais doentes e saudaveis. As regides de maior informagao quimica nos
espectros estdo presentes nas bandas em 993, 1007 e 1139 nm, referentes
ao 2° sobretom dos estiramentos dos grupos funcionais N-H, e as regides de
1214, 1375, 1487 e 1552 nm, referentes ao 1° sobretom destes estiramentos.
As absorc¢des nas regides 1625 e 1680 nm s&o referentes ao 1° sobretom
dos estiramentos dos grupos funcionais C-H (Figura 1C). O pré-tratamento
com os dados centrados na média (Figura 1D) destacaram ainda mais as
diferencgas espectrais para as trés classes de amostras, principalmente no que
diz respeito aos espectros dos animais classificados com doenga moderada e
doenca intensa em relagao aos saudaveis.
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Figura 1. Espectros de amostras de sangue de ovinos classificados como saudaveis
(__), doenga moderada(....), doengaintensa (__) quanto a infecgédo por NGlI, de acordo
com todos os métodos de referéncia (VG, OPG e GMD): Espectros NIR originais
(A); Espectros NIR originais centrados na média (B); Espectros NIR pré- tratados
(alisamento, SNV e 1?2 derivada). Nos espectros pré-tratados estdo destacadas as
atribuicdes de bandas dos grupos funcionais com maior variagédo entre os espectros de
amostras de animais doentes e saudaveis (C). Espectros NIR pré-tratados centrados
na média, ressaltando as regibes com maior variagdo entre as classes (saudavel,
doenca moderada e doenca intensa) (D).

Analises dos Componentes Principais (PCA)

Os 925 espectros médios pré-tratados foram analisados através da PCA
e a utilizacdo das 11 primeiras PCs foram suficientes para explicar 96% da
variancia observada nos dados originais, indicando ndo ser necessario um
aumento na complexidade do modelo. A proje¢cado dos dados dos espectros
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nas novas coordenadas (escores) acentuou as similaridades e disparidades
do conjunto de amostras. Dessa forma, a partir da andlise do grafico de
escores da PCA (PC2 x PC5), foi possivel observar a separagao entre os
espectros de animais doentes e saudaveis (Figura 2A). O grafico de escores
entre a segunda e a quinta PC apresentou a maior separag¢ao entre os dois
agrupamentos (Figura 2A). As diferengas presentes nos espectros aparentam
ser caracteristicas das diferentes classes, o que permite a formagdo de
agrupamentos e uma separacéo relativa das classes no grafico de escores. A
analise de loadings das PCs um a cinco apontou os comprimentos de onda cuja
variagao exibe a maior contribuicdo para as primeiras componentes principais
(Figura 2B). Pela analise de loadings foi possivel observar que as regides de
comprimentos de onda de 1139 nm, 1375 nm e 1680 nm apresentam maiores
loadings na formacgao das PCs e devem ter maior informagao quimica para
distinguir entre os espectros de amostras de animais doentes e saudaveis.

Seores PC-5 (3%)

EF] 0.1 [] 0.1 [¥] 0.3
Seones PC-2 (17%)

A B

Figura 2. Analise de Componentes Principais dos espectros NIR (900 — 1700
nm) provenientes de amostras de sangue de ovinos classificados como doentes
ou saudaveis em relagdo a infecgdo por nematddeos gastrintestinais. Grafico de
escores entre as componentes principais PC2 e PC5 indicando a separagéo entre os
espectros de animais doentes (vermelho) e saudaveis (azul) (A); Analise de Loadings
com as variaveis com a contribuigdo majoritaria dos comprimentos de onda para as
componentes principais (PC1 até a PC5) (B).
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Métodos de regressao Linear dos Minimos Quadrados
Parciais (PLS)

Os valores de VG obtidos pelo método de referéncia no conjunto de
calibracao tiveram variaram de 9% a 46%, com VG médio de 34,4%. Das 685
amostras selecionadas para o modelo de calibragao apenas 36 apresentaram
VG = 25%, 51 apresentaram VG = 41%, enquanto para a maioria das
amostras, 598, os valores de VG ficaram entre 26% e 40%.

Para avaliar a influéncia dos pré-tratamentos, foram gerados 10
modelos PLS para selecionar aqueles com as melhores caracteristicas de
desempenho de predi¢cdo. Além dos espectros originais, foram utilizados o
alisamento, 12 derivada, 22 derivada, MSC e o SNV. Apds a comparacao dos
diferentes modelos PLS obtidos, foi selecionado aquele com os seguintes
pré-tratamentos: Alisamento, SNV e a 12 derivada nesta sequéncia. A escolha
deste modelo foi determinada por apresentar o maior coeficiente de correlagcao
de calibragéo (R, = 0,86) e coeficiente de correlagdo de validagéo (R, =
0,86) e os menores valores de erro padrao de predicao (SEP = 2,27%VG)
e raiz quadrada do erro médio de predicdo (RMSEP = 2,26%VG), conforme
apresentado na Tabela 4.
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Para a escolha do numero de fatores latentes (FL), foi avaliada a redugao
dos parédmetros (RMSEC e RMSECV) até o 11° FL, indicando um aumento
crescente na exatidao do modelo. Apés o 11° FL os erros se estabilizam e o
aumento na complexidade do modelo nao reduziu os valores de RMSECV
(Figura 3).
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Figura 3. Variacdo da raiz quadrada do erro médio da calibragdo (RMSEC) e raiz
quadrada do erro médio da validagdo cruzada (RMSECV) em fungado de diferentes
numeros de fatores latentes.

O grafico de escores para os fatores latentes FL1 e FL2 indicou uma
separacgao entre os espectros de amostras de animais saudaveis, com doenga
moderada e doenga intensa (Figura 4). Apesar das caracteristicas distintas
entre as classes de amostras, € possivel observar um alto e desbalanceado
numero de amostras de animais saudaveis, e varias amostras classificadas
como de animais doentes que estdo presentes entre as amostras saudaveis,
indicando que a separacgao das classes nao foi completa.
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Figura 4. Escores entre os fatores latentes FL1 e FL2, indicando uma separagéo entre
os espectros de amostras de animais saudaveis (azul), com doenga moderada (preto)

e com doenga intensa (vermelho).

A eficiéncia do modelo PLS foi avaliada pela previsdo de resultados
de VG em relagédo aos valores medidos pelo método de referéncia, tanto
para o conjunto de calibragao/validagao cruzada (Figura 5A) quanto para o
conjunto de validagao externa (predi¢do), Figura 5B. Uma forte correlagao
foi determinada entre os valores de VG preditos via NIRS e o obtido via

hematécrito (R> 0,8).
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Figura 5. Modelo de regresséo PLS: Valores obtidos pelo hematécrito versus
valores preditos pelo modelo NIRS para o VG. Modelo obtido pelo conjunto
de calibracado e validagéo cruzada. Distincao entre amostras diagnosticadas
como de animais doentes e animais saudaveis (A). Avaliagdo do modelo a

partir da validagao externa (B).

Analise discriminante linear (LDA)

Para as 925 amostras selecionadas, a probabilidade de ocorréncia
de animais doentes passou a ser de 17% no modelo NIRS (PCA-LDA)
de classificagdo binaria, enquanto na classificagao ternaria foi de 12,5%
e 4,4%, para a ocorréncia de animais com doenca moderada e doenca
intensa, respectivamente (Tabela 2). O modelo PCA-LDA gerou uma fungéo
discriminante que conseguiu separar linearmente as amostras de animais
doentes das amostras de animais saudaveis, maximizando o numero de
diagnésticos corretos (Figura 6).
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Figura 6. Modelo de calibragdo para a analise discriminante linear (PCA-LDA)
obtido dos espectros NIR (900 — 1700 nm) provenientes de amostras de sangue de
ovinos classificados como doentes e saudaveis quanto a infecgdo por nematédeos

gastrintestinais.

Construiu-se matrizes de confuséo para os modelos NIRS (PCA-LDA) de
classificagéo binaria e ternaria e para os métodos de referéncia (VG, OPG,
GMD e FAMACHA). Assim foi possivel comparar o desempenho de cada
método de classificagdo para o diagndstico de infecgao por NGI, baseando-
se nos parametros de acuracia, precisao, sensibilidade, especificidade e
escore F1 (Tabela 5).

Observa-se que para o modelo NIRS (PCA-LDA) de classificagao binaria,
48 amostras foram identificadas como falso negativo (FN), resultando numa
taxade errode 30,57%, enquanto 140 amostras foram classificadas como falso
positivo (FP), levando a uma taxa de erro de 18,23%. O modelo apresentou
acuracia de 79,7%, tendo um bom equilibrio entre sensibilidade (69,4%) e
especificidade (81,8%). A precisao (43,8%) encontrada foi pobre comparada
aos outros métodos, indicando que o NIRS classifica como doentes, animais
classificados como saudaveis por outros métodos.

Ja no modelo de classificagao ternaria n1 a sensibilidade do método caiu
de 69,43% para 62,5%% e a especificidade caiu para 74,7%. A acuracia
(73,0%) e a precisao (28,4%) também foram reduzidas. O modelo NIRS (PCA-
LDA) de classificacao ternaria n2 foi definido como o modelo em que caso a
amostra tenha sido classificada como de animal doente, ainda que com grau
de intensidade atribuida de forma errénea pelo modelo, a resposta clinica
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deve ser a de indicagédo de tratamento para NGI. Ao proceder desta forma o
numero de diagndsticos FN cai para 33 (21,0%) com queda da preciséo de
43,8% para 41,8%. Com acuracia de 77,7% e um melhor desempenho na
sensibilidade (79,0%) e um maior equilibrio entre os pardmetros especificidade
(77,5%) e sensibilidade. Para a classificacdo binaria, os métodos que
apresentaram o melhor desempenho geral podem ser observados através
dos escores F1 obtidos, tendo o OPG (0,78), o GMD (0,78) e o modelo NIRS
(0,54). Na classificagéo ternaria os escores F1 observados foram OPG (0,54),
GMD (0,73) e modelo NIRS classificagao ternaria n2 (0,55). Os métodos VG
(binaria: 0,45 e ternaria: 0,38) e FAMACHA (binaria: 0,19 e ternaria: 0,06)
apresentaram desempenho geral inferior.
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Discussao

A introducdo da tecnologia NIRS como método de diagndstico vem
ganhando espaco gradualmente na medicina humana. Estudos demonstram
que a tecnologia tem potencial para ser utilizada em diagnésticos de doengas
vasculares (Ozawa; Kanayama; Hikari, 2019) e mesmo no diagndstico
precoce de pequenos tumores (Li; Wang, 2019). Sua aplicagdo em medicina
veterinaria como método de diagnéstico e classificagdo ainda é incipiente.
Porém, alguns autores vém demonstrando que se trata de uma técnica
promissora (Andueza et al., 2014; Santos-Rivera et al., 2021) e o presente
estudo soma-se a esse pioneirismo.

Nos espectros NIR pré-tratados destacaram-se as bandas com maior
variagdo entre os espectros de amostras de sangue de animais doentes e
saudaveis, que foram atribuidas aos grupos funcionais (NH e CH). A presenca
de picos relacionados aos niveis de hematécrito com as interagbes da
hemoglobina com a agua e compostos organicos do sangue ja foi abordada
por outros autores (Sakudo et al, 2009). As ligagdes de amida e proteinas
semelhantes a da hemoglobina ja foram identificadas pelos espectros NIRS em
outras substancias que apresentam ligagdes organicas (Workman Jr., 2001).
Os resultados obtidos pela PCA indicaram que os principais loadings da PC1
estdo em 1371 e 1625 nm, associados, respectivamente, a absorgao do 2°
e 1° sobretons dos grupos funcionais NH de aminas alifaticas (Workman Jr.;
Weyer, 2008). Na PC2, o loading principal ocorreu em 1680 nm, associado a
regido de absorg¢ao do estiramento assimétrico dos grupos CH em compostos
aromaticos (Workman Jr.; Weyer, 2008).

A faixa dos valores do VG detectada no presente estudo variou de 9%
a 46%. Uma ampla faixa de valores de referéncia se reflete em um modelo
mais robusto e com uma maior faixa de trabalho. Porém houve grande
concentracdo de amostras com VG entre 26% e 40%, sendo recomendado
futuramente incluir mais amostras com valores superiores e inferiores a esta
faixa.

A influéncia da combinagao de diferentes pré-tratamentos foi avaliada
para definir o modelo NIRS de regressdo PLS com melhor desempenho de
predicdo de VG. A combinagédo dos pré-tratamentos alisamento, SNV e 12
derivada resultou em um modelo com performance superior aquela do modelo
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obtido a partir dos dados brutos originais, reforcando a importancia deste
procedimento. O modelo NIRS de regressao selecionado apresentou o maior
coeficiente de correlagéo de validagéo (R, = 0,86) e os menores valores de
erro padrao de predi¢ao (SEP = 2,27% VG) e raiz quadrada do erro médio de
predicao (RMSEP = 2,26% VG). Os coeficientes de correlagdo do modelo de
calibracao e de validag&o apresentaram coeficiente de correlagdo (R=0,8). O
fato do RMSEC e o RMSEYV possuirem valores similares indicou que o modelo
esta bem ajustado e o niumero de fatores latentes selecionados foi adequado
e sem sobreajuste. Sakudo et al. (2009) desenvolveram modelo NIRS de
regressao para afericdo de hematdcritos em humanos e obtiveram RMSEV
de 3,7%, corroborando com os obtidos neste estudo. O SEP e o RMSEP
estimados pelo método de regresséo linear PLS indicaram que a informagao
presente nos espectros NIR gera modelos que estimam os valores de VG
com precisdo e exatiddo adequadas para o propdsito de monitoramento
deste parametro no rebanho a campo.

A identificagdo correta dos ovinos que necessitam de tratamento com
anti-helminticos é fundamental para o TST. A redugdo do ganho de peso
corporal, por exemplo, ocorre no inicio da infecgdo, antes do aparecimento
dos sinais clinicos (Coop; Sykes; Angus, 1977). Porém, a dificuldade de
obter um diagnéstico mais preciso € maior quando a infecgao dos NGI se
encontra nos estagios intermediarios, uma vez que os sintomas clinicos
ainda nao se desenvolveram (Wyk, 2002). Quando essa situagédo ocorre,
torna-se mais dificil definir os limiares (‘cutoff’) dos métodos para classificar
os animais como ‘doentes’ ou ‘saudaveis’. Desse modo, estudos séo
realizados empregando-se diferentes limiares com o objetivo de maximizar
a sensibilidade e especificidade dos métodos de diagndstico da infec¢do por
NGI (Cintra; Ollhoff; Sotomaior, 2018). A determinacao de cutoffs adequados
para as diferentes ragas e diferentes condigées € um grande desafio.

Dentre os trés métodos de referéncia utilizados para compor o diagndstico
da infecgdo por NGI, o OPG é mais objetivo por se tratar da contagem direta
dos ovos dos nematédeos enquanto o GMD e VG s&do medidas dos sinais
clinicos, ou seja, consequéncias associadas ao parasitismo nos ovinos. Por
isso, o OPG foi o par@metro mais importante para o diagnéstico dos animais,
tanto para os saudaveis quanto para os doentes, sendo o mais frequente em
ambos os casos. A menor frequéncia do GMD e VG na classe dos animais
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doentes pode ser associada a resiliéncia dos cordeiros da raga Morada Nova
a infecgcdo por NGI, de modo que nem sempre o valor medido para esses
parametros revela a presenca da doenga (Toscano et al., 2019a; Toscano et
al., 2019b; Haehling et al., 2020).

O parametro acuracia consiste no numero de acertos do modelo (VP +
VN) dividido pelo numero total do conjunto de amostras. Em um conjunto
com baixa probabilidade de pré-teste, isto €, com um numero elevado de
elementos saudaveis e uma pequena quantidade de individuos doentes,
a acuracia nao é o parametro mais adequado para avaliar a qualidade do
modelo, pois se 0 método empregado possuir um viés de classificagdo que
favoreca o diagndstico de animal saudavel, os métodos possuirdo elevada
acuracia, mesmo quando o método n&o apresentar um bom desempenho.
Para todos os métodos avaliados a acuracia foi igual ou superior a 73%.

Para um método de diagndstico a sensibilidade é a razdo entre os
individuos diagnosticados corretamente como doentes dentro de todo o grupo
de animais doentes. E considerada uma das figuras de mérito mais importante
uma vez que nao identificar um animal doente pode significar a morte do
mesmo, enquanto nenhum dano é esperado ao tratar um falso positivo (Burke
et al., 2007). Entretanto, esta afirmagéo pode ser contestada, sobretudo no
contexto do TST, ja que o aumento da vermifugacdo pode comprometer a
refugia (Greer et al., 2009). Nos métodos avaliados o OPG (binaria: 100%;
ternaria: 100%) apresentou a maior sensibilidade, seguido pelo GMD (binaria:
91,7%; ternaria: 89,7%) e pelo NIRS (binaria: 69,4%; ternaria: 79,0%). Os
parametros VG e FAMACHA apresentaram reduzida sensibilidade e elevada
precisao, isto é, sdo métodos que tendem a classificar um ndmero elevado de
animais erroneamente como saudaveis (FN) e poucos animais classificados
como falsos positivos (FP).

O modelo NIRS (PCA-LDA) de classificagado binaria apresentou acuracia
de 79,7%, e um bom equilibrio entre sensibilidade (69,4%) e especificidade
(81,8%). A baixa precisao encontrada indica que o método NIRS de
classificagéo tem a tendéncia de identificar ‘falsos positivos — FP’ o que pode
significar que o método NIRS talvez seja muito sensivel e possa identificar
sinais pré-clinicos ainda nao captados nos outros métodos avaliados. Esta
hipotese deve ser testada em trabalhos futuros.
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O modelo NIRS de classificacdo ternaria n1 apresentou uma menor
sensibilidade, especificidade, acuracia e a precisdao quando comparado ao
modelo de classificagdo binaria. A adicdo de uma terceira classe acrescenta
além do erro de classificacdo de saudavel para doente, o erro de atribuicao
da intensidade da doenca (doenca moderada e doenca intensa). Caso uma
amostra seja proveniente de um animal com doenca intensa, e tenha sido
diagnosticado como doenga moderada, considera-se a instdncia como um
FN. E caso a amostra seja proveniente de um doente moderado, e tenha
sido diagnosticado como doente intenso, a instancia é classificada como FP.
Foi observado que ao se realizar a indicagdo de tratamento de NGI para
todas as amostras diagnosticadas como provenientes de animais doentes,
independente da intensidade da classificagdo da doencga (classificagao
ternaria n2), ocorre um aumento na sensibilidade (79,0%) e reducéo da
preciséo (41,8%), porém ha o aumento no desempenho geral do modelo (F1
= 0,55). O parametro F1 é uma medida da qualidade geral do modelo, pois
indica simultaneamente uma boa sensibilidade e especificidade. Os métodos
OPG (0,78) e GMD (0,78) apresentaram os maiores escores F1 para a
classificagdo binaria, seguido pelo modelo NIRS (0,54) de classificacao
binaria. No caso do modelo de classificagdo ternaria ocorre uma redugéo do
escore F1 para o método OPG (0,54), indicando que este método pode nao
ser tdo sensivel em estagios iniciais da doenga. O GMD apresentou para a
classificagédo binaria escore F1 (0,78) e para a classificagao ternaria (0,73),
indicando um desempenho superior ao OPG ao classificar os estagios iniciais
da doencga, sendo o melhor desempenho entre os métodos de classificagao
ternaria.

O modelo NIRS (PCA-LDA) gerado apresenta escore F1 = 0,54 para
classificagao binaria e escore F1 = 0,55 para classificacdo ternaria n2 que
recomenda tratamento de NGI para todos os animais classificados como
doentes (doenca intensa e doenca moderada). O NIRS é sensivel as
variagdes quimicas presentes no sangue e os modelos NIRS (classificagéo
binaria e ternaria) apresentaram desempenho superior aos métodos VG e
FAMACHA. A elevacao da sensibilidade do modelo NIRS de classificagao
ternaria esta relacionada a ampliagédo da faixa de animais considerados como
doentes na classificacao ternaria.



Uso de NIRS portatil para predigdo de anemia e diagndstico de ovinos infectados 35
por nematddeos gastrintestinais visando o tratamento seletivo

Se o objetivo do manejo sanitario for tratar o menor nimero possivel de
animais, garantindo que apenas aqueles individuos severamente doentes
(VP) sejam tratados, o VG deveria ser o método escolhido para o diagnéstico
de NGI em cordeiros Morada Nova, seguido do FAMACHA, uma vez que
ambos praticamente ndo geraram resultados FP e apresentaram precisao
de 100% e 94,44%, respectivamente. Baseado no VG, menos de 5% dos
cordeiros seriam tratados, enquanto para o FAMACHA seria menos de 2%.
Contudo, existiriam riscos de perdas de produtividade e morte de animais em
decorréncia da infecgdo por NGI, uma vez que esses métodos apresentam
erros na deteccdo dos animais doentes superiores a 70% e 80%, para o
método do VG e FAMACHA, respectivamente. Os dados obtidos nessa
pesquisa corroboram com estudos que indicam que o FAMACHA nao foi eficaz
para o TST em cordeiros da raga lle de France, pois identificam, na maioria
das vezes, animais que ja estao clinicamente afetados pela infecgéo por NGl
(Cintra et al., 2018; Cintra et al., 2019). Observou-se perda de desempenho
ao alterar a classificagdo binaria para a ternaria, desta forma, o uso do VG e
do FAMACHA né&o se mostrou adequado para distinguir casos com doencga
moderada. Entretanto, o método FAMACHA pode ser uma ferramenta eficaz
na manutengédo da refugia, quando realizado por pessoas bem treinadas
(Greer et al., 2020).

A vantagem da utilizagdo do NIRS para o TST é o fato de ser um método
nao invasivo e que pode ser desenvolvido para amostragem in loco com
equipamento portatil. Além disso, futuramente, a sua resposta também podera
ser avaliada na deteccao de alteragcbes de outros componentes do sangue e,
desta forma, utilizado como ferramenta na deteccao de varias enfermidades
ou alteragbes clinicas em animais de produgao, conforme ja atestado por
alguns estudos (Luiz et al., 2021; Santos-Rivera et al., 2021).

O diagnéstico baseado em NIRS nas 925 amostras indicaria tratamento
anti-helmintico de 26,9%, 30,5% ou 32,1% dos animais diagnosticados
como positivos (VP + FP), para a classificagdo binaria, ternaria n1 e n2,
respectivamente. O método do OPG indicaria o tratamento de 26,5% das
amostras em ambos (binaria e ternaria). Resultado similar foi encontrado para
o GMD (23,0% e 22,8%, respectivamente). Considerando que 17,0% das
amostras avaliadas sdo VP, os métodos VG e FAMACHA estao prescrevendo
tratamento abaixo do necessario, ao passo que o NIRS PCA-LDA estaria
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mais coerente com o OPG, além de ter uma taxa de acerto bem superior em
relacéo aos VP.

Para o modelo NIRS (PCA-LDA) ternario, os numeros de resultados FN
obtidos indicam que se o tratamento anti-helmintico fosse determinado pelo
método NIRS, 21% dos animais doentes ficariam sem tratamento, dos quais
19% diagnosticados com doengca moderada e apenas 2% diagnosticados
com doenga intensa. Um total de 173 animais, o que corresponde a 22,53%
do rebanho saudavel seria tratado, mesmo sem necessidade.

A classificagdo binaria dos animais mostrou que o erro na categorizagéao
para falso negativo - FN (animais doentes que foram classificados como
saudaveis) foi relativamente alto para VG e FAMACHA, indicando que ambos
ndo conseguem realizar uma classificagdo fidedigna. Na classificagdo por
meio da anadlise NIRS PCA-LDA observou-se que a classificagdo binaria
e ternaria n1 apresentou o mesmo numero de FN, comportamento que se
mostrou inferior na classificagdo ternaria n2. A variagao entre os espectros de
cordeiros doentes e saudaveis decorre do estado sanitario destes animais,
indicando que a informacéo acessada pela técnica NIRS em n2 foi mais
adequada ao diagndstico, embora o OPG e GMD ainda tenham apresentado
menor numero de FN. O uso do OPG no diagnostico € muito pouco usado
pelos produtores e os resultados indicam que o GMD pode ser uma alternativa
de diagnostico da infecgdo por NGI, ainda pouco estudada e explorada em
varios paises. O acompanhamento do GMD em associa¢do com a ferramenta
NIRS portatil pode se mostrar uma estratégia bem sucedida para a aplicagao
do TST.

Conclusao

Os pré-tratamentos dos espectros NIR foram eficientes na remocao da
variancia dos espectros originais. Os picos de absor¢cao na regido NIR dos
grupos funcionais NH de proteinas tiveram grande peso nas componentes
principais (PCs), indicando sensibilidade as proteinas presentes no sangue.
O modelo NIRS (PLS) alcangou boa correlagdo entre os valores de VG
preditos e obtidos pelo hematdcrito e se mostrou adequado para o propoésito
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de monitoramento da anemia em ovinos MN a campo. No diagndstico de
cordeiros MN doentes e saudaveis, o modelo NIRS (PCA-LDA) apresentou
acuracia, especificidade e sensibilidade superiores a 77%, apresentando um
desempenho geral superior ao método FAMACHA.

Este estudo demonstrou o potencial da espectroscopia NIR combinada com
analise de dados quimiométricos como ferramentas analiticas para classificar
de forma né&o destrutiva e in loco amostras de sangue de cordeiros Morada
Nova. O método proposto é simples, rapido, ecologicamente correto e evita o
laborioso pré-tratamento das amostras. Espera-se que a espectroscopia NIR
se torne uma técnica alternativa a outros métodos de rotina usados para o
diagndstico de TST em cordeiros. Embora os resultados do presente estudo
sejam promissores, ainda sdo necessarias mais pesquisas para validar os
modelos de classificagdo desenvolvidos, tais como incluir um maior nimero de
amostras de cordeiros infectados e, futuramente, outras ragas, aumentando a
robustez e a aplicabilidade da técnica.
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