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RESUMO

A mastite é das principais patologias que afetam os bovinos leiteiros, caracterizada por uma
inflamacao do tecido mamadrio. Esta condicdo resulta em perdas econdmicas significativas para a in-
dustria leiteira global, devido aos custos com prevencgao, tratamento, reducao da producao de leite,
abate de animais e descarte de leite contaminado. A incidéncia de mastite aumenta quando os meca-
nismos de defesa da glandula mamadria estdao comprometidos, sendo influenciada por fatores genéti-
cos, fisioldgicos e ambientais que enfraquecem a imunidade do gado.

Nos ultimos anos, o setor pecudrio tem enfrentado desafios crescentes, com um foco maior
na qualidade em detrimento da quantidade. As exigéncias dos consumidores em relacdo a seguranga
alimentar, bem-estar animal, sustentabilidade ambiental e qualidade dos produtos tém tido um im-
pacto cada vez mais relevante.

A Contagem de Células Somaticas (CCS) é amplamente utilizada como indicador de saude do
Ubere e, cada vez mais, como medida indireta da qualidade do leite. A andlise hematoldgica, em par-
ticular a contagem de gldbulos brancos (WBCs), tem mostrado uma correlagdo positiva com a CCS,
podendo contribuir para o diagndstico de mastite subclinica.

Este estudo teve como objetivo avaliar uma nova tecnologia de Point-of-Care sem reagentes
(POC), correlacionando os resultados da CCS no leite com os dados hematoldgicos, e comparando-os
com medicdes convencionais. O “MyVet”, demonstrou ser capaz de alcancgar resultados consistentes
em todos os parametros avaliados. Isso sugere que a ferramenta pode ser uma adicdo valiosa a pratica
veterindria. No entanto, embora os resultados obtidos até o momento sejam promissores, estudos

futuros sdo essenciais para explorar todo o potencial dessa tecnologia POC.

Palavras-chave: Point-of-Care (POC), Tecnologia Sem Reagentes, Analise de Sangue e Leite, Mastite



CASUISTICA E ATIVIDADES REALIZADAS

O presente relatdrio descreve o estagio em investigacao clinica laboratorial, realizado ao longo
de aproximadamente seis meses, de mar¢o a agosto de 2024, em vacas leiteiras de seis exploracoes
situadas na bacia leiteira entre o Douro e o Minho. Durante este periodo, o objetivo foi avaliar e validar
diversos parametros analiticos no leite de vaca e no sangue bovino, como a contagem de células so-

maticas (CCS), o teor de gordura butirica, as proteinas totais e a ureia e o hemograma.

O MyVet é um novo dispositivo POC (Point of Care) sem reagentes, que utiliza espectrometria
inteligente para realizar andlises clinicas com uma Unica gota de sangue ou leite. O objetivo foi explorar
os dados obtidos por este sistema POC, de forma a auxiliar o Médico Veterinario na prevencao, gestdo
e monitorizacdo da mastite clinica e subclinica, utilizando uma ferramenta diagndstica no campo e em

tempo real, destacando a sua portabilidade, facilidade de utilizacdo e auséncia de reagentes.

Tabela 1 - Casuistica do Estdgio

Programa de estégio

Margo Abril Maio Junho Julho Agosto

Pesquisa bibliografica @ @ @ @ @ @
Colheita de amostras de leite e recolha dados @ @ @ @

espectrais de leite

Colheita de sangue e recolha de dados espec- @ @ @

trais do sangue

Analise de hemogramas pelo método de refe- @ @ @

réncia

Estabelecer relagdo entre a informagao espec- @ @
tral obtida com resultados obtidos por méto-
dos de referéncia
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1. INTRODUCAO

Existem 20 milhGdes de bovinos de leite na Europa, num total de mais de 500.000 explora¢des
(Eurostat, 2024). Em Portugal estdo contabilizados cerca de 250.000 bovinos de leite e cerca de 3800
exploracgGes leiteiras, muitas com mais de 100 vacas e elevados niveis de automatizac¢do (IFAP, 2024).
A principal patologia que afeta este efetivo é a mastite, que é uma resposta inflamatdria do tecido do
Ubere da glandula mamaria, podendo ter etiologia infeciosa ou n3do infeciosa, ndo obstante a maioria
das inflamagGes sdo provocadas por microrganismos. A mastite imp&e perdas econdmicas considera-
veis a indUstria leiteira de todo o mundo. Estas perdas econdmicas devem-se as despesas adicionais na
prevencao e tratamento da mastite e as perdas devidas a outros fatores, incluindo a redug¢do da pro-
ducdo de leite, abate e leite descartado (Aghamohammadi et al., 2018). Os Unicos dados existentes
para o nosso pais, estimam que as perdas devidas as mastites correspondem a um prejuizo de
249€/vaca/ano (Aires, 2010) valores um pouco mais elevados do que os reportados para os Estados
Unidos (185 USD/vaca/ano) (Akers & Nickerson, 2011).

A doenca é causada principalmente por infecdes bacterianas e é classificada em dois tipos com
base na epidemiologia: mastite contagiosa e ambiental. As primeiras sdo causadas por bactérias con-
tagiosas, incluindo Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma spp. Corynebacte-
rium bovis, e Streptococcus dysgalactiae e sdo transmitidas de vacas infetadas para animais saudaveis.
A transmissdo ocorre geralmente no momento da ordenha, através das maos, toalhas e/ou maquina
de ordenha, que atuam como reservatérios bacterianos (Sharun et al., 2021). Na maioria das vezes a
infecdo alastra por contaminagdo de microrganismos existentes em um ou mais quartos mamarios,
através do canal do teto (Aghamohammadi et al., 2018). Por outro lado, a mastite ambiental é causada
por bactérias que se encontram principalmente fora da sala de ordenha, ou seja, bactérias presentes
no meio ambiente, como no material de cama, solo, fezes e dgua estagnada, e normalmente estdo
envolvidos os seguintes agentes etioldgicos: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter ae-
rogenes, Proteus spp, Pseudomonas spp, Staphylococcus coagulase negativo, Streptococcus uberis, le-
veduras, algas e fungos (Sharun et al., 2021).

As mastites sdo também classificadas de acordo com as carateristicas clinicas, em mastite cli-
nica e subclinica. As mastites subclinicas caracterizam-se pela inexisténcia de altera¢des clinicas rele-
vantes, ainda assim, sendo uma infe¢do/inflamacédo da glandula mamaria, a producéo de leite diminui
e a contagem de células somaticas normalmente aumenta. A mastite clinica exibe alteragdes clinicas
evidentes, caraterizadas essencialmente pela presenca de alteragdes macroscépicas no leite e altera-
¢Bes no teto/glandula mamaria como edema, aumento da temperatura local, rubor, aumento da sen-
sibilidade e endurecimento, congestdo dos quartos mamarios afetados, podendo ainda cursar com sin-

tomatologia sistémica (Abebe et al., 2016). Estas duas formas sdo completamente diferentes: as formas



subclinicas de mastite sdo 15 a 40 vezes mais frequentes, sdo muito mais dificeis de diagnosticar e tém
marcadas implicacdes para a indUstria leiteira, ndo sé por poderem evoluir para formas clinicas, mas
também por acarretarem acentuados prejuizos econémicos (Adkins & Middleton, 2018; Ashraf &

Imran, 2018).

1.1. Suscetibilidade a mastite

A incidéncia de mastite aumenta quando os mecanismos de defesa da glandula mamaria estao
prejudicados. O gado leiteiro esta exposto a numerosos fatores genéticos, fisiolégicos e ambientais que
podem comprometer a imunidade do hospedeiro e aumentar a incidéncia de mastite. A énfase na se-
lecdo genética para maximizar a producao de leite aumentou a exaustdo metabdlica associada a sintese
e secrecao do leite, existindo uma correlagdao negativa entre a capacidade de producdo de leite e a
resisténcia a mastite (Oltenacu & Broom, 2010). Portanto, é provavel que a resisténcia a mastite dimi-
nua nas populacGes de gado leiteiro que estdo sob sele¢do para melhorar a producdo de leite. Do ponto
de vista ambiental, a remocao do leite pelas maquinas de ordenha pode causar trauma nos tecidos das
extremidades dos tetos, o que facilita a colonizagdo por organismos causadores de mastite. Para além
disso, o confinamento total, o aumento da densidade de vacas por unidade de area e o uso de materiais
de cama que permitem o crescimento bacteriano também podem ter um impacto marcante na susce-
tibilidade do gado leiteiro a mastite, suprimindo importantes mecanismos de defesa locais. No entanto,
sdo os fatores fisioldgicos os mais importantes, uma vez que um dos fatores mais significativos que
influenciam as capacidades de defesa da glandula mamaria é o estado da lactacdo (Paibomesai et al.,
2018). O gado leiteiro é especialmente suscetivel a mastite durante o periodo periparturiente, devido
a diminui¢cdo dos mecanismos de defesa da glandula mamaria. A glandula mamaria é protegida por
diversos mecanismos de defesa, que podem ser separados em duas categorias distintas: imunidade
inata e imunidade especifica. A imunidade inata, também conhecida como resposta inespecifica ou
ndo imune, é a defesa predominante durante os periodos iniciais da infecdo. Respostas inespecificas
estdo presentes ou sdo ativadas rapidamente no local da infecdo por numerosos estimulos, mas ndo
sdo aumentadas pela exposicdo repetida ao mesmo insulto. Se os mecanismos de defesa inespecificos
funcionarem adequadamente, a maioria dos agentes patogénicos sdo eliminados em pouco tempo e
antes que o sistema imunolégico especifico seja ativado. Muitas vezes, a rapida elimina¢do de bactérias
nao resulta em mudangas percetiveis na qualidade ou producgdo do leite. As defesas inespecificas ou
inatas da glandula mamaria sao mediadas pela barreira fisica da extremidade do teto. Se um agente
patogénico conseguir escapar ou nao for completamente eliminado pelo sistema de defesa inato, o
sistema imunoldgico especifico ou adquirido é acionado. As respostas imunes adquiridas reconhecem
determinantes antigénicos especificos de um determinado agente patogénico, ou seja, se um hospe-

deiro encontrar o mesmo antigénio mais de uma vez, ocorre um estado aumentado de reatividade



imunolégica como consequéncia da memoaria imunoldgica. Em comparagdo com a primeira exposi¢do
a um antigénio bacteriano, uma resposta de memaria serd muito mais rdpida, consideravelmente mais
forte, mais duradoura e muitas vezes mais eficaz na eliminacdo do agente em causa (Sordillo, 2018). O
sistema imunoldgico é capaz de distinguir “o préprio” do “ndo préprio” e reagir seletivamente apenas
a antigénios estranhos por meio de proteinas ligadas a membrana, chamadas moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC). Uma resposta imune especifica sé ocorrerd se os antigénios
forem combinados com uma molécula MHC na superficie de certas células, um processo conhecido
como apresentacdo de antigénios. O reconhecimento de fatores de patogenicidade para eliminagao é
mediado por macréfagos, diversas populacgdes linfoides e imunoglobulinas (Igs) ou anticorpos. Na glan-
dula mamdria, é necessario que tanto a imunidade inata como a adquirida sejam altamente interativas

e coordenadas, a fim de proporcionar protecdo ideal contra a mastite (Sordillo, 2018).

1.1.1. Defesas anatomicas

A extremidade do teto é considerada a primeira linha de defesa contra a mastite, uma vez que
¢ a via pela qual os agentes patogénicos invasores podem entrar na glandula mamaria. O teto contém
musculos esfincterianos que mantém o encerramento perfeito entre as ordenhas e impedem a pene-
tracdo bacteriana, sendo que o aumento da permeabilidade do esfincter esta diretamente relacionado
ao aumento da incidéncia de mastite. Adicionalmente, o canal do teto é revestido com queratina (epi-
télio estratificado pavimentoso), que é crucial para a manutencdo da funcdo de barreira do canal do
teto. A perda da queratina tem sido correlacionada com o aumento da suscetibilidade para mastite. A
medida que o parto se aproxima, ocorre uma considerdvel acumulagao de liquido na glandula mamaria
bovina, causando aumento da pressao intramamaria, ficando esta especialmente suscetivel a mastite
durante esse periodo, em parte devido a dilatacdo do canal do teto e ao extravasamento de secrecbes

mamarias, que depois constituirdo o colostro (Butler et al., 2015; Sordillo, 2018).

1.1.2. Defesas celulares

Se as bactérias forem capazes de superar a defesa anatdmica fornecida pelo canal do teto,
ainda assim deverdo escapar a atividade antibacteriana da glandula mamaria para estabelecer a do-
enga. O nimero total e a atividade das populagées de leucdcitos da glandula mamdria desempenham
um papel precoce e vital na determinacdo da gravidade e duragdo das infecdes intramamarias. Os neu-
troéfilos sdo leucdcitos inespecificos que sdo recrutados ativamente para o local da infecdo e sdo o prin-
cipal tipo de célula encontrado nos tecidos e secrecées mamadrias durante a fase inicial da inflamacao.
Estas células inespecificas viajam do sangue para a glandula mamaria em resposta a uma variedade de

mediadores inflamatdrios, a fim de fagocitar e matar. Os neutrdéfilos sdo uma fonte de pequenos pep-



tideos antibacterianos, as defensinas, que podem matar uma variedade de agentes patogénicos cau-
sadores de mastite (Bradford et al., 2015). Os macréfagos representam o tipo de célula dominante
observado nos tecidos das glandulas mamarias lactantes saudaveis (Butler et al., 2015; Egyedy &
Ametaj, 2022). Durante a patogénese bacteriana, os macréfagos podem servir para facilitar respostas
imunes inatas ou adquiridas. O nimero de macréfagos mamadrios tende a ser menor durante a infla-
macdo e possuem menos recetores Fc, possivelmente diminuindo sua taxa de fagocitose quando com-
parado com os neutroéfilos (Silva et al., 2021). Os macrdéfagos ativados sdo desencadeados para libertar
prostaglandinas, leucotrienos e citocinas que podem aumentar os processos inflamatdrios locais. Os
macrdfagos também desempenham um papel importante no desenvolvimento de respostas imunes
especificas através do processamento e apresentacdo de antigénios em associacdo com o MHC classe
Il. Alteracdes dramdticas nas capacidades funcionais dos neutrofilos da glandula mamadria ocorrem du-
rante o periodo periparto e tém sido diretamente associadas a incidéncia da doenca (Silva et al., 2021).
Esta disfuncao dos neutroéfilos pode dever-se a reducdo de producdo de superdxido, fagocitose, expres-
sdo de moléculas de adesao a superficie celular e capacidade de migra¢do (Crookenden et al., 2016).

Os linfocitos sdo capazes de reconhecer antigénios através de recetores de membrana especificos que
definem as caracteristicas imunoldgicas de especificidade, diversidade, meméria e reconhecimento
préprio/nio préprio. Subconjuntos de linfcitos sdo divididos em dois grupos principais: linfécitos T e
B. Os linfécitos T podem ser classificados ainda em linfécitos T CD4+ (T auxiliares) e CD8+ (T citotdxicos
ou supressores T). Durante a mastite, os linfécitos T CD4+ prevalecem e sdo ativados em resposta ao
reconhecimento de complexos antigénio-MHC classe Il em células apresentadoras de antigénio, como
células B ou macrdfagos. Os papéis imunorreguladores dos linfécitos CD8+ também dependem muito
da fase de lactagdo. Células obtidas de bovinos leiteiros no meio da lactacdo exibiram atividade citoto-
xica e expressaram principalmente IFN-y, enquanto os linfécitos CD8+ obtidos durante o periodo pds-
parto ndo exibiram atividade citotdxica e expressaram principalmente IL-4. A apresentag¢do do antigé-
nio processado leva a secrec¢do de IL-2 (interleucina — 2) pelos linfdcitos T, que por sua vez induzem a
proliferagdo e diferencia¢do dos linfécitos B em células plasmaticas que produzem anticorpos ou célu-
las de memoria. Ao contrario dos linfécitos T, as percentagens de linfécitos B permanecem bastante
constantes entre as fases da lacta¢do. As células natural killer (NK) sdo linfocitos grandes e granulares
que possuem atividade citotdxica independente do MHC. As células NK ligam-se a células tumorais ou
infetadas por virus e desgranulam, secretando perforina que destrdi a célula alvo por rutura da mem-
brana. As células NK também sdo capazes de eliminar bactérias gram-positivas e gram-negativas, sendo

muito importantes na prevencdo de infeces mamarias (Butler et al., 2015).



1.1.3. Defesas Soluveis

Os fatores soluveis especificos e inatos representam uma importante linha de defesa dentro da
glandula mamadria que pode provocar respostas protetoras eficazes contra agentes patogénicos inva-
sores. Os principais fatores sollveis da resposta imune especifica sdo anticorpos produzidos por lin-
focitos B ativados por antigénios. Existem quatro classes de Igs conhecidas por influenciarem os meca-
nismos de defesa bacteriana da glandula mamaria: IgG1, 1gG2, IgA e IgM. No geral, as Igs atingem o seu
pico de concentracdo nas secre¢ces mamarias durante a colostrogénese e durante a inflamacdo. A
IgG1 é o isotipo primario encontrado em secre¢des mamarias sauddveis, sendo que a quantidade de
IgG2 aumenta substancialmente durante a inflamacgao da glandula mamaria. Varios isotipos (IgG1, 1gG2
e IgM) podem atuar como opsoninas para aumentar a fagocitose por neutréfilos e macrdéfagos. Pelo
contrdrio, a IgA ndo auxilia na opsoniza¢do bacteriana, mas funciona na aglutinacdo de bactérias inva-
soras que podem prevenir a propagacdo de doencas bacterianas na glandula mamadria. Além dos efeitos
especificos dos anticorpos, a glandula mamaria possui fatores bacteriostaticos inespecificos que atuam
em conjunto ou independentemente das imunoglobulinas. Um desses fatores é a lactoferrina, uma
proteina de ligacdo ao ferro produzida pelas células epiteliais e pelos leucdcitos que funciona ligando-
se aos ides férricos livres no leite, prevenindo assim o crescimento de bactérias que necessitam de

ferro para crescer (Butler et al., 2015; Sordillo, 2018).

Tabela 2: Imunoglobulinas nas secregées ldcteas dos bovinos

Imunoglobulinas nas secre¢des lacteas dos bovinos (concentragdo em mg/ml)

Imunoglobulinas Colostro Leite maduro Soro
IgG1 46.4 0.58 11.2
1gG2 2.87 0.05 9.2
IgA 5.36 0.10 0.37
IgM 6.77 0.09 3.1

Fonte: (Butler et al., 2015)

O complemento é um conjunto de proteinas presentes no soro e no leite que podem influen-
ciar tanto a imunidade inata quanto a adquirida. As proteinas que compdem o sistema complemento
sdo sintetizadas principalmente pelos hepatdcitos, mas também por outras células como mondcitos e
macrdéfagos teciduais. Muitas das atividades bioldgicas do complemento sdao mediadas por recetores
de complemento localizados em diversas células. As fun¢Ges do complemento incluem lise de bacté-
rias, opsonizacdo e atracdo de fagoécitos para o local de ativacdo do complemento. A lisozima é uma
proteina bactericida presente no leite e funciona clivando peptidoglicanos da parede celular de bacté-
rias gram-positivas, bem como da membrana externa de bactérias gram-negativas. A enzima lactope-

roxidase, na presenca de tiocianato e perdxido de hidrogénio, é bacteriostatica para bactérias gram-



positivas e gram-negativas. A mieloperoxidase produzida pelos neutrofilos é também bacteriostatica e
catalisa a oxida¢do do cloreto (Butler et al., 2015; Sordillo, 2018).

O maneio intenso do gado leiteiro pode afetar profundamente a imunidade da glandula mama-
ria e a capacidade do hospedeiro de resistir a mastite. A glandula mamaria é protegida por diversos
mecanismos de defesa protetores anatdmicos, celulares e solluveis, mas quando estes mecanismos fa-
Iham as bactérias penetram com sucesso na abertura da extremidade do teto a inflamacgao instala-se
na glandula mamaria. Estratégias destinadas a melhorar o sistema imunoldgico da glandula mamaria,
como a imunomodulagdo e a detegdo precoce, podem ajudar na capacidade da vaca de resistir a infe-

¢do (Sordillo, 2018).

1.2. Industria leiteira

A industria de laticinios nos paises desenvolvidos passou por profundas mudancas nas ultimas
décadas. As pressdes econémicas, as inovacoes tecnoldgicas, as mudancas demograficas, as expectati-
vas dos consumidores e um quadro regulamentar em constante evolucdo contribuiram para o impeto
de mudancas na industria global de lacticinios. Estas mudancas tiveram, e provavelmente continuardo
a ter, efeitos profundos na saude e no bem-estar das vacas leiteiras e nas praticas e sistemas de gestdo
dos rebanhos leiteiros. O tamanho médio dos rebanhos leiteiros aumentou continuamente nas ultimas
décadas em todos os paises desenvolvidos (Barkema et al., 2015). Ao mesmo tempo, o numero de
exploracGes leiteiras diminuiu na maioria dos paises. Embora poucos estudos tenham avaliado critica-
mente os efeitos do tamanho do rebanho na saldde e no bem-estar animal, parece que o tamanho do
rebanho ndo tem uma associacdo consistente e previsivel com a saide ou o bem-estar (Chapinal et al.,
2014). No entanto, o aumento da producdo de leite estd frequentemente associado a diminuicdo da
saude das vacas leiteiras. Por exemplo, a incidéncia de mastite clinica, claudica¢cdo e outras doengas,
pode aumentar em vacas leiteiras de maior produgdo. Os problemas na relagdo entre produtividade e
doengas sdao comuns e provavelmente substanciais em muitos estudos, os problemas metabdlicos, va-
ridveis de adaptacao e fung¢do imunoldgica intervém nessa relagao, dado que uma proporgao substan-
cial do aumento da produgéo de leite é atribuivel a selecdo genética (Koeck et al., 2014).

Os consumidores e os cidaddos tém interesses de longa data na seguranga e qualidade dos
produtos lacteos. Contudo, nas ultimas décadas, existe um interesse crescente com o bem-estar das
vacas que produzem leite e seus produtos associados. Os defensores dos animais tém defendido for-
temente melhores praticas nas exploracGes agricolas (Barkema et al., 2015).

Uma outra preocupac¢do dos consumidores é a Resisténcia antimicrobiana (RAM), um impor-
tante perigo para a saude publica (Prescott, 2014) e um dos pilares basilares do conceito Uma Saude

(One Health) (Pungartnik et al, 2023). As organizac6es médicas humanas culpam frequentemente as



indUstrias pecuarias pelo aumento da RAM. Os bovinos leiteiros podem ser reservatérios de genes de
resisténcia, por exemplo, aqueles associados a producdo de B-lactamases de espectro estendido em
Enterobactérias, que podem ser transferidos para humanos (Coppola et al., 2020). O diagndstico dos
agentes etioldgicos da mastite é muitas vezes negligenciado, sendo os protocolos de tratamento apli-
cados de acordo com diretrizes veterindrias pré-definidas. A abordagem mais comum envolve o uso de
antibidticos sistémicos ou intramamarios o mais rapidamente possivel apds a dete¢do da doenca. Con-
tudo, o uso recorrente de antibidticos tem impactos significativos que ndo devem ser subestimados. A
exposicao continua das bactérias aos antibidticos pode criar uma pressao seletiva, favorecendo a so-
brevivéncia e a proliferacdo de estirpes bacterianas resistentes. A administracdo sustentada de antibi-
dticos em animais produtores de alimentos pode resultar em reservatérios de genes resistentes e em
populacdes bacterianas resistentes. Estas populacées podem, entdo, contribuir para a propagacao da
resisténcia a antibidticos em outras comunidades bacterianas, incluindo aquelas que infetam seres hu-
manos, deste modo é altamente recomendada uma administracdo prudente de antibiéticos no trata-

mento das mastites (Martins et al., 2022).

1.2.1. Tecnologia

A adocdo de tecnologia nas exploracdes leiteiras esta a aumentar expressivamente nos ultimos
anos, com implicagdes profundas na forma como os bovinos sdo alojados e geridos nas exploragées
leiteiras. A utilizacdo da inovagdo no sector primario levou ao nascimento de um novo tipo de agricul-
tura, a “agricultura de precisdao”. A pecudria € uma das mais afetadas pela PLF, pois é possivel obter
maior rentabilidade (producdo leiteira) associada a uma melhoria do bem-estar animal. Além disso, a
adocdo de técnicas de PLF permite produzir alimentos seguros e com impacto ambiental reduzido. Os
resultados da investigacdo cientifica mostraram claramente que melhorar o bem-estar animal é uma
ferramenta eficaz para aumentar os lucros, reduzindo os custos relacionados com uma ma saude ani-
mal. Além disso, os consumidores estdao cada vez mais focados em comprar e até gastar mais em pro-
dutos de origem animal obtidos através da satisfagdo do bem-estar animal e da prote¢do do ambiente
(Evangelista et al., 2021). Muitas tecnologias tornaram-se amplamente disponiveis, incluindo pedéme-
tros ou monitores de atividade para detegao de cio, assim como sensores em linha para determinar a
qualidade do leite e sua composi¢do. Hd um enorme potencial para muitas destas tecnologias melho-
rarem a saude, bem-estar animal e o desempenho reprodutivo das vacas leiteiras, uma vez que estas
ferramentas sdo objetivas, e tém sido frequentemente utilizadas para identificar animais que necessi-
tam de cuidados de uma forma mais adequada do que é possivel monitorizar com a simples observacdo
humana (Chanvallon et al., 2014). A grande evolucdo na tecnologia de sensores a integracdo de dados

de multiplos sistemas e, em particular, a maior formacdo dos agricultores, dos seus colaboradores e



consultores, para usar dados derivados desses sensores, permitirdao a melhoria do controlo da variabi-
lidade animal, aumentando a rentabilidade da exploracdo (Evangelista et al., 2021). A tecnologia nas
exploragOes leiteiras, estd ainda no seu inicio e, embora tenha claramente um enorme potencial, é
necessdria muita investigacdo para refinar e melhorar as tecnologias e desenvolver algoritmos, assim
como pontos de corte (cutoff) interpretativos validados e protocolos para agGes Uteis baseadas em
dados. Mudangas nas praticas de producdo que afetem a saude e o bem-estar dos animais parecem
inevitaveis, especialmente dadas as preocupacdes sociais. O grande desafio que a industria leiteira en-
frenta é equilibrar as decisGes e praticas que podem proporcionar ganhos econémicos a curto prazo,
mas que também podem estar associadas a riscos a longo prazo em termos de sustentabilidade. A
maior adocao de tecnologias permitird que os agricultores tenham acesso a fontes de dados robustas,
gue podem ajudar a melhorar ainda mais a producdo animal e controlar melhor a relacdo entre o custo
da alimentacdo das vacas e o preco obtido pelo leite produzido, que esta diretamente relacionado com
a quantidade e qualidade do produto (Evangelista et al., 2021).

Nas ultimas décadas o desenvolvimento do sector da producdo pecudria tem sido um desafio.
A qualidade passa a prevalecer sobre a quantidade. As exigéncias dos consumidores relativamente a
seguranca dos alimentos de origem animal, aos métodos aplicados pelo agricultor em relacdo ao bem-
estar animal, ao ambiente e a qualidade, apresentam um impacto crescente. A producdo de elevadas
qguantidades de leite de alta qualidade é um objetivo importante para todos os operadores envolvidos
na cadeia de producdo de leite. Pelo contrario, um leite de baixa qualidade vai afetar todos os segmen-
tos da industria de laticinios, resultando num leite com propriedades de fabrico reduzidas e obtencdo
de produtos lacteos com um prazo de validade também reduzido (Ribeiro Junior et al., 2019).

Em Portugal a avaliacdo da qualidade do leite, ao nivel da produgdo primaria, rege-se pela Le-
gislacdo Europeia, Regulamento (CE) n.2 853/2004, que estabelece dois critérios fundamentais, no-
meadamente a Contagem de Células Somaticas (CCS) e a contagem em placas a 302C, também refe-
rido como teor de germes totais (TGT) (Tabela 3).

A DGAV (Diregdo Geral de Alimentacdo e Veterinaria), no ambito das suas competéncias, € res-
ponsdvel pelo Plano de Controlo Oficial do Leite (PCOL). As amostras relativas as exploragdes sdo to-
madas pelos operadores nos Locais de Recolha de Leite (LRL), sendo que as inconformidades analiticas
destas amostras, designadamente as relativas a presenca de células somaticas, germes totais e residuos
de antibidticos, sdo de comunicacdo obrigatdria a DGAV. No entanto, a maioria das exploracGes aderem
ao contraste leiteiro, que é um método de registo sistematico da producdo leiteira que consiste na
avaliacdo da quantidade e qualidade do leite produzido por cada animal da exploracao, no decurso das
sucessivas lactagOes, permitindo estimar a producdo total de leite, gordura e proteina fornecendo
ainda informagdes sobre contagem de células somaticas e ureia no leite, visando o suporte da gestdo

técnico-econdmica das exploragoes.



Tabela 3: Critérios de qualidade aplicdveis ao leite cru de vaca. Regulamento (CE) n° 853/2004

Contagem em placas a 30°C (por ml) <100 000 (*)

Contagem de células somaticas (por ml) <400 000 (**)

(*) Média geométrica constatada ao longo de um periodo de dois meses, com, pelo menos, duas colheitas mensais
(**) Média geométrica constatada ao longo de um periodo de trés meses, com, pelo menos, uma colheita mensal, a ndo ser
que autoridade competente especifique outra metodologia para atender as variagGes sazonais dos niveis de produgdo.

1.3. Contagem de células somaticas

As células somaticas sdao essencialmente células epiteliais secretoras de leite que foram elimi-
nadas do revestimento da glandula mamaria e glébulos brancos (leucécitos) que entraram na nesta em
resposta a uma lesdo ou infecdo (Sumon et al., 2020).

Estas células incluem 75% de leucdcitos, ou seja, neutrofilos, macréfagos, linfécitos, eritrécitos,
e 25% de células epiteliais. Os eritrécitos podem ser encontrados em concentragdes que variam de 0 a
1,51x10°ml (Deshapriya et al., 2019). As células epiteliais das glandulas mamadrias normalmente sdo
eliminadas e renovadas; porém, durante a infe¢do o seu nimero aumenta. Os glébulos brancos servem
como mecanismo de defesa para combater infecGes e auxiliar na reparagdo dos tecidos danificados.
Durante a inflamacgdo/infecdo (mastite), o maior aumento da CCS é devido ao influxo de neutréfilos no
leite para combater a infe¢do, tendo sido estimado nimeros superiores a 90% (Bruckmaier & Wellnitz,
2017). Os neutrdfilos sdo os fagdcitos mdveis primarios mais importantes dos mamiferos e desempe-
nham um papel fundamental no inicio de uma resposta imune inata, inflamatédria e especifica. Com a
invasdo de agentes patogénicos, os neutréfilos migram do sangue para o leite e desenvolvem cascatas
de reagdes incluindo mecanismos oxidativos e ndo oxidativos para destruir os agentes invasores pre-
sentes. Um aumento dramatico na CCS do leite ocorre no caso de infe¢ao intramamaria. Este cresci-
mento celular é resultado da transferéncia de glébulos brancos do sangue para a glandula mamaria.
Ao mesmo tempo, as proporg¢oes entre os diferentes tipos de células somaticas mudam significativa-
mente, com um aumento do numero de PNM (polimorfonucleares) (Hogeveen et al., 2021).

Durante a mastite, observa-se uma reduc¢do na sintese de caseina e de gordura no leite, o que
resulta numa diminuicdo geral da qualidade e quantidade do leite cru. Verificou-se que a lipdlise e a
protedlise sao significativamente mais elevadas no leite com elevada CCS em comparagdo com o leite
com baixa CCS. Relativamente a qualidade do leite pasteurizado, o leite que provém de amostras com
alta CCS apresenta uma qualidade inferior, com niveis mais elevados de acidos gordos livres e de hidro-
lise da caseina, o que contribui para uma reducdo significativa da sua vida util durante o armazena-

mento refrigerado pds-pasteurizacdo (Deshapriya et al., 2019). No que concerne a analise sensorial, os
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leites pasteurizados com elevada CCS demonstram defeitos sensoriais acentuados apds o armazena-
mento, como rancificacdo, amargor e adstringéncia. A degradacao da qualidade sensorial do leite com
alta CCS torna-se evidente entre os 142 e 212 dias, o que se atribui, provavelmente, aos niveis elevados
de enzimas lipoliticas e proteoliticas. Conclui-se que elevadas CCS no leite cru tém um impacto nega-
tivo, tanto na qualidade inicial do leite, como na qualidade do produto final (leite Pasteurizado), com-
prometendo a sua vida util e os seus atributos sensoriais durante o armazenamento. Estes fatores sub-
linham a importancia do controlo da mastite e, consequentemente, da CCS, para garantir a producdo
de leite com elevada qualidade (Deshapriya et al., 2019).

A Contagem de Células Somaticas é usada, principalmente como um indicador de salde do
Ubere, no entanto, esta a ser cada vez mais usada como uma medida indireta da qualidade do leite e
como um parametro para determinar o valor econémico do leite (Oravcova et al., 2024). O aumento
da CCS apesar ter como causa principal uma infecdo/inflamacdo, ndo é exclusivamente influenciado
por esta. Existem outros fatores ndo infeciosos que podem afetar a CCS, nomeadamente:

1.3.1. Nivel de infe¢ao da glandula mamaria

O fator mais importante que afeta a CCS do leite de um quarto individual, depende do estado
de infecdo ai presente. O grau e a natureza da resposta celular sdo provavelmente proporcionais a
gravidade da infecdo (Alhussien & Dang, 2018).

1.3.2. Fase da lactagao

O efeito do estagio de lactagdo é significativo para todas as faixas etarias de lactacdo (>2 a <6)
e as CCS sdao mais altas logo apds o parto, diminuindo rapidamente para um nadir entre os dias 25 e 45
para depois aumentarem lentamente durante o resto do ciclo de lactacdo (Alhussien & Dang, 2018).

1.3.3. Idade/Raga

Vdrios investigadores relataram que a CCS aumenta com o aumento da idade, no entanto, este
aumento pode dever-se a um aumento da prevaléncia de infecbes em vacas mais velhas, e ndo devido
a um efeito direto da idade aumento (Alhussien & Dang, 2018). Foi verificada uma variacdo da CCS
entre racas de animais leiteiros, sendo que as ragas de gado de alta produc¢do, como Brown Suico e
Holandés Preto, apresentam maior presenga de CCS/ml no leite (Sharma et al., 2011).

1.3.4. Paridade/Temporada/Stress

A CCS do leite é afetada pela paridade, sendo que os primeiros partos apresentam CCS mais
baixa (Alhussien & Dang, 2018). As CCS também sdo afetadas pela estagdo do ano, sendo geralmente
mais baixas durante o Inverno e mais altas durante o verdo, devido ao maior nimero de bactérias am-
bientais no material de cama dos animais (Oravcova et al., 2024).

O Stress é outro dos fatores com influéncia na CCS. Os radicais livres sdo produzidos em siste-

mas bioldgicos como resultado de varios fatores de stress, incluindo as técnicas de ordenha, condi¢des
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ambientais e infe¢des. Quando um animal enfrenta stress, como durante praticas inadequadas de or-
denha ou devido a altera¢cdes ambientais e lesdes nos tetos causadas por organismos infeciosos, a pro-
ducdo de radicais livres aumenta. O stress oxidativo causado por esses radicais provoca danos celulares,
inflamagdo afetando a saude no animal afetado (Sharma et al., 2011).

1.3.5. Variagao diaria

Em geral, a CCS é mais baixa imediatamente antes da ordenha e aumenta rapidamente na ex-
tracdo, podendo persistir elevada até 4 horas apds a ordenha e depois diminuir gradualmente. Esta
amplitude da CCS (diferenca entre os valores mais altos e baixos) varia de 4 a 70 vezes em trimestres
individuais. A variacdo diaria nas contagens de células também ja foi investigada e revelou que a CCS
pode flutuar para um valor superior a 40% sem que esteja presente qualquer infecdo (Sharma et al.,
2011).

1.3.6. Fatores genéticos

Embora estudos sobre da hereditariedade da CCS sejam ainda escassos, existe uma variacdo
genética significativa, sugerindo que se conseguem para melhorias na CCS através da selecdo genética
(Alhussien & Dang, 2018).

1.3.7. Processos de amostragem

A técnica de amostragem também é importante. A colheita no tanque a granel é crucial para
os resultados obtidos, sendo necessdria uma agitacao suficiente do leite para garantir que a amostra

colhida é homogénea e representativa (Djabri et al., 2002).

A producdo de leite de alta qualidade é um requisito para sustentar uma industria de laticinios
lucrativa. A inflamacgédo da glandula mamdria bovina, é caracterizada por um recrutamento de leucdci-
tos, principalmente neutrdfilos, para o limen do Ubere. Essa migracdo origina um aumento da CCS. Por
esta simples razdo, a CCS é utilizada internacionalmente como parametro fundamental para o maneio
da saude do Ubere em rebanhos leiteiros e definir padrdes de qualidade em paises desenvolvidos. No
entanto, como foi atras referido o valor informativo do CCS é limitado, pelo fato de que pode ser afe-
tado por outros fatores (Bausewein et al., 2022; Oravcova et al., 2024). Assim, a combinacdo de méto-
dos de diagndstico torna-se imperativa no maneio da mastite, assim como a utilizagdo de métodos
economicamente acessiveis e apliciveis ao campo para um diagndstico mais precoce, rapido e preciso

desta doenca (Dasohari, 2018).
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Figura 1 - Representacdo esquematica mostrando glandula mamaria saudavel e com mastite

Fonte: Alhussien e Dang

1.4. Hemograma

A andlise hematoldgica ndo é apenas relevante para o diagndstico de alteragdes do sistema
sanguineo, mas também Util no diagndstico de diversas doencas sistémicas, com sede em diversos 6r-
gdos. Embora o diagndstico de uma patologia ndo possa ser baseado unicamente numa contagem com-
pleta de células sanguineas (complete blood count, CBC), o hemograma pode fornecer informagoes
valiosas quer para o diagndstico, monitorizagdo, assim como para a formulacdo de um prognéstico
sobre a progressao futura de uma doenga num determinado animal. Assim, a interpretacdo do CBC no
contexto de cada animal é fundamental (Roland et al., 2014). Em bovinos, importa referir que existe
uma ampla variabilidade no que diz respeito as ragas e aptidoes (e.g., bovinos de leite e bovinos de
corte) que se refletem nos parametros hematoldgicos. Assim, em geral, as racas de gado de corte apre-
sentam contagens de eritrécitos mais elevadas do que o gado leiteiro. Principalmente pelos custos
associados a andlise de sangue ndo é uma pratica corrente na clinica de animais de produgao. As co-
Iheitas de sangue prendem-se mais com rastreios de doengas, no ambito da sanidade animal. No en-
tanto, as indicagdes mais comuns para CBC a nivel da linhagem eritrocitdria sdo a anemia e as hemor-
ragias. Entretanto a andlise do sangue deve ser feita em equipamentos de veterindria. O pequeno ta-
manho dos eritrdcitos dos ruminantes pode resultar em valores falsamente baixos para as contagens
de eritrdcitos se os analisadores automaticos nao estiverem calibrados corretamente para estes ani-
mais (Roland et al., 2014).

Os gldbulos brancos (WBCs) ou leucdcitos tém um papel essencial na defesa imunoldgica e
incluem os: neutrdfilos, eosindéfilos, basofilos, mondcitos e linfocitos. Os leucdcitos sdo produzidos e

amadurecem na medula dssea, sendo os linfdcitos a populagdo dominante em bovinos. A proporcdo
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de neutrdfilos para linfocitos em bovinos adultos é de aproximadamente 1:2, o que é baixo em com-
paracdo com outros animais domésticos ou com o homem (Braun et al., 2021). Uma outra diferenca
em bovinos prende-se com a pequena reserva de medula éssea para granulécitos para a resposta a
uma infecdo (o chamado compartimento medular). Isto resulta, inicialmente, numa neutropenia em
vez da habitual neutrofilia nas primeiras 24-48 horas apés o inicio da inflamagdo aguda. A neutrofilia e
desvio a esquerda podem ser observados apenas apds um aumento da velocidade da granulocitopoi-
ese. Entretanto, existem também variagdes nas contagem e proporc¢oes de leucécitos em varias situa-
¢oes. Os numeros de neutrdfilos, por exemplo diminuem no periodo pds-parto, e as vacas lactantes
apresentam contagens de leucécitos significativamente mais baixas do que as vacas ndo lactantes. As
indicacdes para um CBC a nivel da linhagem de leucécitos incluem, avaliagdes gerais de saude, moni-
torizacdo de uma doencga ou monitorizacao de acdes terapéuticas. No entanto, importa destacar que
raramente é possivel estabelecer um diagndstico definitivo com base apenas na contagem de leucdci-
tos. Tal como em pequenos animais, leucogramas sequenciais tém muito mais relevancia do que ana-
lises Unicas e podem ajudar a estabelecer um progndstico. O retorno do leucograma a valores normais,
juntamente com a melhoria clinica do animal, pode ser interpretado como um sinal favoravel, en-
guanto uma queda rapida na contagem de leucécitos sem melhoria clinica é considerada um sinal
progndstico grave (Braun et al., 2021).

No ambito das mastites varios estudos demonstraram existir uma correlagdo positiva entre
contagem de leucdcitos no sangue e CCS (Alhussien & Dang, 2018; Carvalho-Sombra et al., 2021). Assim
a analise de parametros sanguineos associados a analise do leite, pode contribuir para o diagndstico
de mastite subclinica no rebanho, fornecendo informag¢des adicionais ao diagndstico desta doenca.
(Alhussien et al., 2015; Carvalho-Sombra et al., 2021).

Importa referir que a microscopia, impedancia e a citometria de fluxo sdo os métodos padrao
tanto para a CCS como para a analise do hemograma. Estes métodos, dependem de instrumentos de
grande escala, que sdo geralmente caros, volumosos e disponiveis apenas em laboratérios centrais, e
habitualmente requerem pessoal especializado (Martins et al., 2019) . Assim, para o contexto da PLF
ha uma necessidade urgente de um ensaio preciso, portatil, barato, simples de usar e de rapida aplica-
¢do no local de atendimento. Um aparelho de campo (Point of care, POC) poderia agilizar a recolha de

dados no campo, contribuindo assim para um diagndstico mais célere.

1.5. Marcadores Indicativos de Mastite

O fardo econémico da mastite e o seu impacto negativo na qualidade do leite (alteracGes nas
propriedades quimicas e organoléticas) sdo bem conhecidos pelos produtores de lacticinios e por todos

os intervenientes na cadeia de valor deste produto. Neste sentido, tem sido dada ateng¢do a detecdo
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precisa e a prevencdo da mastite, e uma infinidade de testes e tecnologias estdo atualmente disponi-

veis ou em desenvolvimento, para detetar a doenga o mais rapido possivel (Tabela 4).

Tabela 4: Resumo dos métodos diagndsticos para marcadores de mastite

Principio Teste Descrigdo Vantagens Desvantagens Comentarios
. . . 5 Inspegdo visual Demorado . ,
Microscopia labo- Observagao direta . , - Disponivel em
. . . e direta das cé- Pessoal especiali- ,
ratorial por microscopia do laboratdrios
. lulas zado
leite
Corante fluorescente Répido portatil .
. Investimento no . ,
" é usado para coraros  Contagem no ) Disponivel co-
Delaval™ cell , ) . equipamento .
nucleos das células tanque ou indi- mercialmente
count . . .
Técnica de imagem vidual
Marcagdo fluores- .
, Investimento no
cente de células so- . ;
— o Automatizado equipamento, . .
Fossomatic™ cell maticas com brometo . - Disponivel co-
L Alto rendi- Pessoal especiali- .
count de etidio para colora- mercialmente
~ . . mento zado,
¢ao ADN, citometria .
Uso laboratorial
de fluxo
Avaliagdo de Rapido
células somati- Portatil Requer mais vali-

cas

Detegao ativi-
dade enzima-
tica

Detegdo de
proteinas

Condutividade
elétrica

Medidores PH

Qscout™

Septer™

Teste californiano
(CMT)

Portascc™

UdderCheck™

Ringbio™

Mick checker™

Varios

Coloragao diferencial
de células somaticas
por imagem

Deteta e conta pelo
método coulter

Indicador indireto
para estimar células
somaticas no leite, re-
agente reage com
DNA das células for-
mando um gel

Mede a atividade da
enzima esterase pre-
sente nos leucécitos

Mede a DHL
Colorimétrico

Marcador proteina
Colorimétrico

Condutividade anor-
mal

Colorimétrico
Elétrodos bromotimol
para medir concen-
tragGes de iGes
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Coloragao dife-

rencial aumenta
sensibilidade

e especificidade
Dispositivo por-
tatil

Teste no local
Répido
Custo-beneficio
Simples de usar

Custo-beneficio
Teste no local
Répido

Simples de usar

Teste no local
Répido

Teste no local
Répido

Répido
Teste no local

Custo-beneficio
Teste no local

dagao
Investimento no
equipamento

Requer mais vali-

dacgdo

Dificil de interpre-

tar

Sensibilidade de-
pendente do
agente causador
de infegdo

Desempenho in-
ferior quando
comparado com
outros testes de
CCs

Inferior desempe-

nho
Comparado com
CCs

Baixa sensibili-
dade comparado
com CCS

Baixa sensibili-
dade diagnéstica

Disponivel co-
mercialmente

Disponivel co-
mercialmente

Disponivel co-
mercialmente

Disponivel co-
mercialmente

Disponivel co-
mercialmente

Disponivel co-
mercialmente
Disponivel co-
mercialmente
Compativeis
com Roboés de
ordenha auto-
matica

Disponivel co-
mercialmente
Adaptavel a al-
guns sistemas
de ordenha
automatica



Tabela 4: Resumo dos métodos diagndsticos para marcadores de mastite (continuagéo)

Principio

Teste

Descrigdao

Vantagens

Desvantagens

Comentarios

Biossensores

Dispositivos
analiticos com
biossensores
capazes de de-
tetar moléculas
bioldgicas
numa amostra

(Pemberton et al.,
2001)

(Welbeck et al.,
2011)

(Akerstedt et al.,
2006)

(Tan et al., 2012)

Dispositivos de lab-on-chips

Sistemas anali-

ticos integrados
capazes de rea-
lizar diferentes

testes laborato-
riais num unico
dispositivo

(Grenvall et al.,
2012)

(Garcia-Cordero et
al., 2010)

(Kim et al., 2017)

Fonte: (Martins et al., 2019)

Ensaio eletroquimico
Elétrodos de carbono
impressos com subs-
tratos NAGase

Imunoensaio competi-
tivo.

Amostras de leite pas-
teurizado enriqueci-
das

com concentragoes
conhecidas de

Enzima NAGase

Sensor com afinidade
para detetar intera-
¢Oes entre haptoglo-
bina e hemoglobina
no leite

Imunoensaio eletro-
quimico com anticor-
pos anti-haptoglobina
—amostras de leite

Acustoforese em chip
microfluidico que se-
para células somaticas
de gordura, realizado
por microscopia de
contraste de fase

Sedimentagdo micro-
fluidica avaliando dife-
rengas entre gordura e
células

Sistema microfluidico
combinado com mi-
croscopia fluorescente
portatil
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Reacdo em 100s

Chip reutilizavel
Reprodutivel
Limite de dete-
¢d0: 10 U/mL

Limite de dete-
¢do:1,1 mg/L-
leite
Capacidade de
detetar Hapto-
globina 24/28
amostras

Portatil
Limite de dete-
¢30 0.63 mg/L

N&o ha pré-tra-
tamento da
amostra ou adi-
¢do de reagen-
tes

Micro amostra
Unidade de tra-
tamento

Portatil

Mede 12 amos-
tras simultanea-
mente

Ndo ha pré-tra-
tamento da
amostra ou adi-
¢do de reagen-
tes

Automatizado e
portatil
Resultados em
10 minutos

N3o testado com
amostras reais
Configuragdo la-
boratorial

N3o testado com
amostras reais
Configuragdo la-
boratorial

Requer pré-trata-
mento da amostra
Configuracdo la-
boratorial

Requer pré-trata-
mento da amostra

Requer microsco-
pia para analise
das células

Contagem indireta

de células somati-
cas baseado no
volume do pellet
Resultados em 15
minutos

Ainda n3o testado
com amostras re-
ais

O phdo
tampao, foi
ajustado
para liqui-
dos bioldgi-
cos

Requer de-
senvolvi-
mento adi-
cional

Requer de-
senvolvi-
mento adi-
cional

Requer de-
senvolvi-
mento adi-
cional

Precisao
comparada
ao método
padrdo

Foi desen-
volvido um
protétipo
portatil



2. ESPECTROSCOPIA

Espectroscopia é o termo geral que descreve a ciéncia que estuda as interagdes de vérios tipos
de radiacdo com a matéria, ou seja, as interagbes entre particulas como eletrées, protoes e ides, e a
sua interagao com outras particulas em funcdo da sua energia de colisdo. Os investigadores usam as
intera¢des da radiagdo com a matéria para obter informagdes sobre uma amostra. Muitos dos elemen-
tos quimicos, por exemplo foram descobertos por espectroscopia. A espectroscopia é usada principal-
mente para identificar elementos e compostos de atomos e moléculas. Estes sdo medidos analisando
a energia radiante absorvida ou emitida pela amostra ou objeto, ou seja, a energia do fotdo absorvido
ou emitido corresponde a diferenca nos niveis de energia antes e depois da transicao. Para recolher
informacdes sobre o analito, a radiacao eletromagnética emitida é medida quando os atomos retornam
ao seu estado fundamental ou a quantidade de radiacdo absorvida ou espalhada durante o processo
de excitacdo (Skoog et al., 2017).

Normalmente, as amostras sdao submetidas a estimulacdo usando diferentes formas de ener-
gia, como calor, eletricidade, luz, particulas ou reacdes quimicas. Inicialmente os atomos na amostra
estdo no seu estado de energia mais baixo, quando estimulados, absorvem ou emitem um fotdo de
radiacdo eletromagnética, fazendo com que eles transitem para um nivel de energia especifica. A ener-
gia do fotdo absorvida ou emitida corresponde a diferenga nos niveis de energia antes e depois da
transicdo. Para obter informacdes sobre a amostra, ou seja, a radiacdo eletromagnética emitida quando
os dtomos retornam ao seu estado fundamental ou a quantidade de radiagcdo absorvida ou espalhada

durante o processo de excita¢do, pode ser medido (Skoog et al., 2017).

2.1. Espectroscopia UV-Visivel

A espectroscopia UV-Visivel (Vis), baseia-se em medidas de absor¢do da radiagdo eletromag-

nética nas regides visivel e ultravioleta do espectro. Mede a quantidade de luz absorvida pela amostra

e relaciona a mesma com a concentracdo do analito. Eum método analitico adequado para uma ampla

gama de compostos organicos e certas espécies inorganicas. Os espectrofotémetros UV-Vis medem a
absorvancia (A) ou transmitancia (T) da luz a medida que ela passa através de uma substancia, corre-
lacionando-a com o comprimento de onda. Esta técnica é baseada nas transi¢des eletrdnicas de molé-
culas organicas, quando absorvem luz, excitam eletrdes de um orbital de energia mais baixa para um
orbital desocupada de maior energia. A lei Lambert-Beer (BLL) descreve efetivamente a conexao entre

absorvancia e concentracdo para a maioria dos compostos (Rocha et al., 2018).
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2.2. Espectroscopia infravermelho

A regido infravermelha (IR) varia de 800 nm a 1 mm no espectro de luz. Devido ao seu extenso
tamanho, é impraticdvel tratar toda a regidao uniformemente em espectroscopia. Portanto, é categori-
zado em trés regides: IR proximo (NIR), IR médio (MIR) e IR distante (FIR) do visivel. A espectroscopia
NIR distingue-se pela presenca de sinais fracos ou bandas estreitas na sua faixa espectral, diferenci-
ando-a de outras regides, esta singularidade é particularmente valiosa porque a regido NIR serve como
janela exclusiva de alta transmissdo para radiacdo (Zeng et al., 2021).

Ao longo dos anos, as questdes de contaminacdo microbiana e adulteracao deliberada de leite
e produtos lacteos tém sido uma grande preocupacdo para as partes interessadas na industria lactea.
Novos métodos vieram complementar ou substituir os métodos existentes na avaliacdao do leite e pro-
dutos lacteos. Um desses avancos é a espectroscopia NIR. A aplicacdo do NIR na industria de laticinios
trouxe melhorias significativas na analise e avaliacdo nutricional, proporcionando um exame rdpido e
econdémico (Yakubu et al., 2022).

Produtos bioldgicos, quando expostos a luz NIR, apresentam um espectro de absorcdo carac-
teristico nessa regido, que é resultado dos varios constituintes quimicos e estruturas fisicas do produto.
A absorcao de luz NIR é causada principalmente pelas ligacdes quimicas relacionadas ao hidrogénio
(como CH, OH, NH, SH em amostras bioldgicas), mas devido a muitos fatores de influéncia (por exem-
plo, diferentes conformagGes moleculares, picos de absor¢do sobrepostos, dispersdo de luz), ndo ha
interpretacdo direta de um espectro NIR registado com base no comprimento de onda (ou nimero de

onda) e na absorvancia relacionada (Yakubu et al., 2022).

2.3. Recolha de espectros em amostras

Como ndo é possivel uma interpretagdo direta dos espectros, é necessaria uma colheita de
espectros representativos, com os quais os espectros de um material de teste possam ser comparados,
para estabelecer a sua qualidade ou autenticidade. Consequentemente, o Vis-NIR é uma medicdo cor-
relativa e indireta, que na maioria das aplicacOes precisa de ser calibrada em relagdo a um método de
referéncia. A abordagem usual processa-se em quatro etapas: primeiro obtém-se dados espectrais de
medi¢Oes de referéncia para muitas amostras (conjunto de dados de treino). Em segundo lugar usa-se
esse conjunto de dados para estabelecer uma féormula que preveja a referéncia a partir de dados es-
pectrais. Seguidamente faz-se uma validacdo da férmula em amostras adicionais e, finalmente, aplica-
se o modelo validado em amostras independentes. Um conjunto de amostras contendo dados de re-
feréncia e dados espectrais pode ser utilizado para treinar modelos multivariados e construir calibra-

¢Oes quantitativas ou classificagcGes qualitativas. A analise multivariada de dados (MVDA), permite a
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avaliacdo de dados espectrais colineares, contendo centenas ou milhares de varidveis, convertendo-os
matematicamente em informacgdes quantitativas ou qualitativas precisas da natureza quimica e fisica
das amostras investigadas. Os pré-tratamentos espectrais sdo geralmente usados para reduzir ruido
instrumental, efeitos de distorcdo de sinal da preparagdo e apresenta¢do da amostra ou quaisquer ou-
tros efeitos decorrentes do espectrometro, da amostra e do ambiente. Durante o processo de analise
de dados, a natureza dos conjuntos de dados e os objetivos do estudo determinarao a forma de pré-
processamento dos dados e as técnicas quimiométricas multivariadas necessarias (Yakubu et al., 2022).

Depois de uma equacao de calibragdo ser desenhada, é essencial determinar a sua capacidade
de prever as variaveis preocupantes, para amostras novas e desconhecidas. Também, devem ser esco-
Ihidos entre os métodos de calibracdo alternativos, e decidir quais as configuracdes exatas de pré-tra-
tamento dos dados de treino e do modelo a usar. A precisao preditiva e exatiddo dos modelos de cali-
bracdo sdo demonstradas principalmente com o correlagdo de Pearson (R) e o erro percentual absoluto
médio (MAQPE), respetivamente, e cada um pode ser calculado para a calibracdo em si e para a vali-

dacdo (Yakubu et al., 2022).

Tabela 5: Resumo comparativo de estudos representativos da capacidade de previsdo da espetroscopia NIR nos parGmetros
da qualida-de do leite

Produto N Parametro  R2cv SECV Pré-trata- Multivari- Tecnologia  Referéncia
mento es- ada mo- de espec-
pectral delo trometro
258 Gordura (%) 0,99 0,25
Bancada (Tsenkova,
Proteina 0,67 0,17 12 Deri- PLSR Detetores 2009)
(%) vada -SG 10 Fatores  de PbS,400-
0,85 0,09 2500nm
Lactose (%) Transmis-
sao
n-6
(g/100g) 0,58 0,38
n-3
(g/100g) 0,84 0,18 Bancada
Leite bo- PUFAs SNV, 22 MPLRS Detetores (Coppa et al.,
vino 250 (g/100g) 0,84 0,46 Derivada de PbS,400- 2014)
MUFAs 2500nm
(g/100g) 0,87 1,06 Transmis-
Total CLAs sdo
(g/100g) 0,86 0,21
Bancada
Detetores
de DTGS, (Sivakesava &
60 Tetraciclina 0,87 110 12 Deri- PLSR, 4 Fa- 1250-22857 Irudayaraj,
(ppb) vada tores nm 2002)
Transmis-
sdo
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Tabela 5: Resumo comparativo de estudos representativos da capacidade de previsdo da espetroscopia NIR nos pardmetros
da qualidade do leite (continuagdo)

Produto N Parametro R2cv SECV Pré-trata- Multivari- Tecnologia Referéncia
mento es- ada mo- de espec-
pectral delo trometro
52 Coagulagdo 0,87 0,36 Nenhum MPLSR, 11  Bancada (Laporte &
(%) Fatores Detetores Paquin,
de PbS, 1999)
400-2500
nm
NIRSon-  Gordura 0,95 0,25 Nenhum PLSR, 10
line Fatores Transmis-
Lactose (%) 0,83 0,26 Nenhum PLSR, 10 sdo
Fatores Sistema de
Proteina detegdo
(%) 0,72 0,15 Nenhum PLSR, 12 NIRS em li- (Kawasaki et
Fatores nha, du- al., 2008)
CCS (lo- rante a or-
gSCC/ml) 0,68 0,28 Nenhum PLSR, 13 denha
Fatores 600-
NUM 1050nm
(mg/dl) 0,53 1,50 Nenhum PLSR, 8 Fa-
tores
Gordura To- NIRS porta-
tal (%) 0,90 0,07 Nenhum PLSR ati- til
Leite 81 Caseina (%) vado 800- (Kalinin et al.,
Proteinas 0,88 0,12 Nenhum Combina- 1060nm, 2013)
soro do ¢dodees-  Transmis-
leite (%) 0,94 0,06 Nenhum pectros sdo e espa-
Ihamento
Gordura (%) 0,96 0,10 Detetor
Proteina portatil (de la Roza-
542 (%) 0,68 0,13 SNV, 22 MPLSR 1600-2400 Delgado et
SNF (%) 0,48 0,22 Derivada nm, refletd- al., 2017)
ncia
Mufas 0,86 3,56 SNV, 22 PLSR, 7 fa-  Detetor
(g/100g) derivada tores portatil
108 1600-2400 (Sudrez et al.,
Pufas SNV, 22 PLSR, 5 fa- nm, refletd- 2018)
(g/100g) 0,82 0,72 derivada tores ncia

N, nimero de amostras; R2cv, coeficiente de determinagdo da validagdo cruzada; SECV, erro padrdo de validagdo cruzada;

SNV, varidvel normal padrdo; PLSR, regressdo parcial dos minimos quadrados; MPLSR, PLSR modificado; PbS, Sulfureto de

chumbo; MUFA, acidos gordos monoinsaturados; PUFA, acidos gordos polinsaturados; n-3, PUFA émega-3; n-6 PUFA 6mega

6; CCS, contagem de células somaticas; MUN, nitrogénio ureico do leite.

Fonte: (Yakubu et al., 2022)
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2.4. Tecnologia POC “MyVet”

O sistema MyVet é um dispositivo POC sem reagentes, destinado a realizagdo de testes labora-
toriais clinicos proximos ao local onde sdo prestados os cuidados ou tratamentos ao doente. Por outras
palavras, trata-se de um sistema POC, que permite a realizacdo de analises de forma rdpida e direta,
no local onde o individuo se encontra, facilitando a obtengdo imediata de resultados e a subsequente
tomada de decisoes clinicas em tempo real. Esta tecnologia utiliza espectroscopia Vis-NIR, que mede
com uma Unica gota de amostra, constituintes do leite e do sangue. Foi previamente testado para san-
gue humano, de gato e de cdo (Barroso et al., 2021). O equipamento consiste num POC de alta resolu-
¢do adaptavel a um telemével (Barroso et al., 2022).

Convém referir que a espectroscopia visivel de ondas curtas no infravermelho préoximo (Vis-
NIR) é uma tecnologia rica em informacdes fisicas e quimicas, no contexto do sangue as informacdes
relativas as células sanguineas e seus constituintes sdo distribuidas pelos diferentes comprimentos de
onda (Zhou et al., 2021). Contudo, os espectros sanguineos apresentam-se compostos por interferén-
cias multiescala e efeitos de matriz, sobrepondo informacdes fisicas (relacionadas por exemplo com o
espalhamento) e quimicas (absorvancia dos diversos elementos constituintes). Decifrar as informacdes
contidas nos dados espectrais, face a interferéncia multiescala, constitui o maior desafio para as tec-
nologias POC. A interferéncia multiescala resulta da sobreposicao de bandas espectrais dos constituin-
tes do sangue, provocando interferéncias em intensidades variadas e desvios a BLL (Pasquini, 2018).

Os efeitos de matriz sdo inerentes as propriedades da amostra, como efeitos de pH ou espa-
Ihamento, que afetam as proporg¢es de espalhamento de Mie e Rayleigh, bem como as bandas de
absorc¢do (Olinger & Griffiths, 1988; Sparén et al., 2015).A quimica clinica e analitica aborda a interfe-
réncia espectral através da simplificagdo da composi¢cdo da amostra (por exemplo, separa¢do por fil-
tragdo, centrifugacdo, cromatografia), ndo aproveitando, assim, a rica informacgdo presente nos espec-
tros (Popov et al., 2023).

Desembaralhar a interferéncia em multiplas escalas e os efeitos de matriz, bem como desblo-
quear informagoes especificas dos constituintes em cada espectro, é fundamental para a tecnologia
POC sem reagentes (Barroso et al., 2021; Martins et al., 2022; Monteiro-Silva et al., 2019). A combina-
¢do de processamento de sinais, quimiometria e inteligéncia artificial esta a aprimorar a precisdo das
tecnologias existentes, permitindo correcdes de sinais e reconhecimento de padrdes que quantificam
e diagnosticam condicGes clinicas, resolvendo as interferéncias multiescala e os efeitos de matriz na
espectroscopia (Martins et al., 2022; Monteiro-Silva et al., 2019).

A informacdo dominante nos espectros sanguineos é atribuida a constituintes altamente ab-
sorventes na regido Vis-NIR, tais como: hemoglobina (Hgb) (Meng & Alayash, 2017) e a bilirrubina (Bil)

(Tan et al., 2020). Os eritrocitos (RBC) sdo as células predominantes, e a Hgb domina os espectros de
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absorvancia/transmitancia. Constituintes presentes em concentracdes mais baixas ou com menor ab-
sorvancia/transmitancia surgem nos espectros como interferéncias nas caracteristicas espectrais do-
minantes (por exemplo, a interferéncia da Bil com a Hgb). Relativamente as células, os leucécitos estdo
em numero significativamente inferior ao dos eritrdcitos (~1:1000), tornando-se, assim, muito mais
dificeis de detetar no espectro. Como consequéncia, a informacao relativa aos leucdcitos representa
uma pequena percentagem da variancia espectral em compara¢do com a dominancia dos eritrécitos.
A guantificacdo dos leucdcitos no sangue é, portanto, conseguida através do isolamento de informa-
¢Oes especificas nos espectros sanguineos (Barroso et al., 2022).

E possivel obter bons resultados através de uma nova metodologia de processamento espectral
com inteligéncia artificial de autoaprendizagem (SLAI), baseada na busca por modos de covaridncia
(COVM).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o uso da tecnologia POC para a andlise de
parametros analiticos no leite e no sangue bovino e comparar esses resultados com medicdes labora-
toriais padrao e de rotina, com o intuito ultimo de auxiliar o médico veterindrio na preven¢do, maneio
e monitorizacdo de mastites. Tendo em conta a portabilidade do equipamento, a facilidade de utiliza-
¢do e a auséncia de reagentes, esta tecnologia POC, tem a virtude pode ser utilizada em campo, apoi-

ando os veterinarios nas decisdes clinicas.

3. MATERIAL E METODOS
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Figura 2 - Mapa da Bacia Leiteira Entre Douro e Minho e localizagéo das exploragées amostradas
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3.1. Caraterizacao da Amostra

O presente relatério descreve o estdgio em investigacao clinica laboratorial, realizado ao longo
de aproximadamente seis meses, de margo a agosto de 2024, em que foi estudada uma populacao de
vacas leiteiras em seis exploragGes situadas na bacia leiteira entre o Douro e o Minho (Figura 2). Du-
rante este periodo, o objetivo foi o de avaliar e validar diversos parametros analiticos no leite de vaca

e no sangue bovino.

3.2. Implementagao do método analitico

Os aparelhos de Vis-NIR necessitam de uma calibragdo prévia, como é normal para a maioria
dos equipamentos de medicdo. No entanto, estabelecer correlacées nestes equipamentos ndo é sim-
ples, dado que os espectros obtidos sdo complexos e sujeitos a variacdes externas. Como explicado
atras, os espectros de absorcdo Vis-NIR apresentam geralmente uma estrutura complexa, com uma
ampla sobreposicdo de bandas. Ao analisar varias amostras numa série, pequenas diferencas entre elas
podem originar muito subtis variacGes espectrais. Isto significa que os dados de absor¢do de Vis-NIR
obtidos dependem simultaneamente de multiplas varidveis. Por conseguinte, é necessario um conjunto
de amostras que contenha dados de referéncia obtidos por métodos padrdo (i.e., convencionais) e
dados espectrais, a fim de treinar modelos multivariados e construir calibragdes quantitativas (Yakubu
etal., 2022).

As amostras devem ser representativas da variabilidade do processo para garantir a obten-
¢do de resultados robustos. Nos modelos quantitativos, é essencial que as amostras cubram a gama

desejada para o parametro a quantificar. Foram recolhidas as seguintes amostras:

Leite

Foram recolhidas 404 amostras de leite durante a ordenha, utilizando tubos secos para analise
por espectrometria e tubos com conservante para andlise do contraste leiteiro (avaliacdo da quanti-
dade e qualidade do leite produzido por cada fémea na exploracdo ao longo das sucessivas lactagdes).
Os espectros do leite foram registados utilizando um protétipo POC (INESC TEC, Porto, Portugal) equi-
pado com uma fonte de luz LED de 4500 K e um espectrémetro miniaturizado baseado em USB (Ocean
Insight STS-vis, Orlando, FL, EUA). A temperatura do LED e os tempos de integracdo do espectrémetro
foram calculados automaticamente para garantir a consisténcia dos resultados. Para cada amostra de
leite, foram efetuadas trés medig¢Ges repetidas. Ja o contraste leiteiro foi realizado no laboratério ALIP
usando o método padronizado de citometria de fluxo (FC Fossomatic ™, Foss Instruments, Hillergd,

Dinamarca) para determinar a CCS e usando o NIR DS 2500® (Foss Instruments), através do método de
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espectroscopia no infravermelho préximo do visivel, também designada de FTIR (Fourier Transformed

Infrared Spectroscopy), para a avaliacdo das concentracdes de gordura, proteinas e ureia no leite.

Sangue total

Foram colhidas 204 amostras de sangue em tubos com anticoagulante EDTA, pelo médico ve-
terindrio, através de puncdo da veia coccigea na base da cauda, nos mesmos animais e no mesmo dia
em que foram recolhidas as amostras de leite (colheita subsequente a ordenha). Os espectros destas
amostras foram registados utilizando o mesmo protétipo POC usado para o leite, tendo-se realizado
trés medi¢Oes repetidas para cada amostra. Relativamente ao método de referéncia, foi usado um con-
tador automatico ADVIA® 2120 (Siemens AG, Erlangen, Germany) no Laboratdrio de Histologia e Em-
briologia do ICBAS. Este aparelho baseia-se no método de citometria de fluxo, usando também a lise e
avaliacdo da peroxidase para a obtengdo do diferencial. Este aparelho foi calibrado diariamente (Test
point 3 in 1, Siemens AG), estando validado para utilizagdo em bovinos (Roland et al., 2013). Foram
realizados esfregacos de sangue para confirmacgao dos diferenciais fornecidos pelo aparelho. O resumo

da amostragem efetuada ilustrada na Figura 3.

6 exploragoes leiteiras

N\ J

T
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| Sangue Lefte

CBC + esfregaco CCS+TB + TP + Ureia

Figura 3-Colheita e processamento de amostras de sangue e leite; no QR code pode ver-se o aparelho em funcionamento
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3.3. Quantificagao Espectral

Uma vez obtidos os espectros e determinados os valores pelos métodos de referéncia, proce-
deu-se a determinacdo da equacado de regressao que estabelece a melhor correlagdo entre ambos. Para
isso, sdo utilizadas técnicas de quimiometria e inteligéncia artificial, que permitem realizar corre¢des
de sinais e reconhecimento de padrdes, essenciais para a quantificacdo e diagndstico de condicdes
clinicas. Essas técnicas possibilitam a resolucdo de informagdes multiescala e a mitigacao de efeitos de
matriz na espectroscopia (Martins et al., 2022).

Neste estudo, os registos espectrais foram submetidos a correcdes de espalhamento (Scatering
Correction) antes da modelagem. Em seguida, foi aplicado o método SLAI (Inteligéncia Artificial de Au-
toaprendizagem), cujo principio fundamental consiste na busca por uma covariancia sistematica e es-
tavel entre a composicdo da amostra e as suas caracteristicas espectrais (Martins et al., 2022). A cova-
ridncia estavel tem uma relacdo direta com o BLL (estabelece uma relacdo entre a absorvancia/ trans-
mitancia de uma solucdo e a sua concentracdo, quando atravessada por uma radiacdo luminosa mo-
nocromatica colimada) e o SLAI, utilizando essa relacdo para decifrar a complexa interferéncia multies-
cala entre os constituintes do sangue, permitindo a quantificacdo de RBC, Hgb, HTC, WBC.

O método SLAI foca-se na identificacdo de covariancia estdvel em conjuntos de dados espec-
trais, determinando modos de covariancia (COVM). Esta COVM refere-se a um grupo de amostras que
compartilham as mesmas caracteristicas de interferéncia, mantendo uma proporcionalidade entre os
analitos estudados e as suas caracteristicas espectrais. Idealmente, a relagdo entre cada analito e as
caracteristicas espectrais é representada por um Unico autovetor ou varidvel latente (LV). Este processo
é realizado em duas etapas distintas:

1. A otimizagdo do espaco de caracteristicas: a informacdo sobre um constituinte esta presente
nos espectros em diferentes escalas e comprimentos de onda. A selegao correta das caracte-
risticas e transformacgdes por exemplo, decomposi¢do em valores singulares, (transformadas
de Fourier ou Wavelets) é essencial para extrair a informagdo para um espaco de caracteristicas
gue mantenha proporcionalidade com a concentragdo dos constituintes;

2. Busca no modo de covariancia: Este passo envolve a procura de um grupo de amostras dentro
do espacgo de caracteristicas que partilham o mesmo padrdo de interferéncia, ou seja, uma
mistura gradiente de interferentes, onde a informagao é proporcional a concentragao do cons-
tituinte. Isto significa que as caracteristicas espectrais X contém as mesmas informacgdes da

composi¢do Y, com uma covariancia estavel XY.
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3.4. \Validagao

Apds a construcao do modelo de calibracdo, é fundamental testar a sua capacidade preditiva.
Para isso, um novo conjunto de amostras é analisado tanto pelo método de referéncia quanto pelo VIS-
NIR. Essas novas amostras sdo processadas sob as mesmas condi¢des que as do conjunto de treino.
Uma vez tragado o espectro, o equipamento Vis-NIR utiliza o modelo de calibragdo para calcular o re-
sultado (valor previsto). As respostas obtidas sdo entdo avaliadas em termos de reprodutibilidade e
precisao.

O desempenho do método foi avaliado através do calculo do erro percentual médio absoluto
(MAPE) e da correlagdo de Pearson (R), esta ultima utilizada como métrica de linearidade entre os

valores previstos e os valores medidos.

4. RESULTADOS

4.1. Espectroscopia do Leite/ FC Fossomatic ™, NIR DS 2500®

O espectro UV-VIS apresenta uma forte absorcao nos comprimentos de onda entre 200 e 300
nm, e uma absorcdo menor entre 300 e 500 nm, conforme ilustrado na figura 4. A elevada absorc¢do do
leite na regido UV-Vis do espectro deve-se principalmente ao teor de gordura e proteina. Vale ressaltar

que este espectro foi idéntico nas trés repeti¢Ges realizadas para cada amostra.

Signal Count
40 50

30

200 300 400 500 600
Wavelength (nm)

Figura 4- Espectro representativo de um conjunto de amostras de leite
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Ap0s realizar o reconhecimento de padrées dos componentes do espectro, fez-se a discrimi-
nacao dos espectros relativamente a correlacdo entre os dados laboratoriais e aqueles previstos com

o sistema POC para o teor butiroso (TB) teor proteico (TP), CCS e contetdo de ureia.
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Figura 5 - Correlagdo entre a quantificagdo espectral (eixo y) de teor butirico (TB) e métodos convencionais (eixo x)

Para o teor butirico (Figura 5) foi registado um MAPE de 9,86%, indicando uma boa precisao
entre os valores previstos e medidos, com um R de de 0,8453, o que evidencia uma correlagdo forte e

positiva entre os dados observados e os estimados.
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Figura 6 - Correlagdo entre a quantificagdo espectral (eixo y) de teor Proteico (TP) e métodos convencionais (eixo x)
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Ja para o TP (Figura 6) obtiveram-se resultados semelhantes com MAPE de 4,11%, ou seja, com
baixa margem de erro entre os valores previstos e os medidos, e um R de de 0,789 uma correlagao

positiva significativa entre os dados observados e os estimados.
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Figura 7 - Correlagdo entre a quantificagdo espectral da contagem de células somdticas (CCS) e métodos convencionais

Os resultados obtidos para a Contagem de Células Somaticas (CCS) (Figura 7) indicaram um
MAPE de 34,73%, refletindo alguma discrepancia entre os valores previstos e medidos. No entanto, o
R foi de 0,808, demonstrando uma correlacdo relativamente forte entre os dados observados e os
estimados. Neste sentido apesar do erro percentual elevado, ha uma boa linearidade entre as previ-

soes e os valores reais.
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Figura 8 - Correlagdio entre a quantificagdo espectral de ureia (eixo y) e métodos convencionais (eixo x)
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Os resultados obtidos para ureia (Figura 8) indicaram um MAPE de 13,53%, refletindo uma
diferengca moderada entre os valores previstos e os observados. O coeficiente de correlagao (R) foi de
0,766, sugerindo uma boa correlagdo entre os dados medidos e os estimados, mostrando assim um

desempenho satisfatério.

4.2. Espectroscopia do sangue/ ADVIA® 2120

Como as colheitas de sangue foram realizadas em conjunto com os controlos anuais de sani-
dade dos animais, foi analisado um nimero menor de amostras de sangue em comparacao com as de
leite, cujas colheitas ocorreram durante os contrastes leiteiros mensais. O espectro do sangue apre-
sentou-se claramente distinto do espectro do leite, mantendo um padrdo consistente nas repeti¢des

das amostras (Figura 9).
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Figura 9- Espectro representativo de um conjunto de amostras de sangue

No ambito do sangue, os eritrécitos sdo as células dominantes no espectro do sangue total e
a Hgb domina a absorvancia/transmitdncia na regido Vis-NIR. Constituintes de menor absorvancia ou
menor concentragao aparecem como interferéncias nas caracteristicas espectrais dominantes, como
€ o caso da Bilirrubina que interfere com a Hgb numa faixa significativa de comprimento de onda. Com

o POC, a hemoglobina (Figura 10) teve um baixo erro, MAPE de 3,144%, demonstrando uma excelente
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precisdao, com uma margem de erro bastante reduzida entre os valores previstos e medidos. O coefici-
ente de correlacdo (R) foi de 0,832, sugerindo uma correlacdo forte e positiva entre os dados observa-

dos e estimados.
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Figura 10 - Correlagdo entre a quantificagdo espectral de hemoglobina (Hgb) (eixo y) e métodos convencionais (eixo x)
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Figura 11 - Correlagdo entre a quantificagdo espectral de eritrdcitos (RBC) (eixo y) e métodos convencionais (eixo x)

A contagem de RBC (Figura 11) seguiu a mesma tendéncia, com um baixo erro, MAPE de
4,526%, e um coeficiente de correlagdo (R) de 0,7016, apontando para uma correlagdo moderada entre

os dados observados e estimados.
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Figura 12 - Correlagdo entre a quantificagdo espectral de hematdcrito (HTC) (eixo y) e métodos convencionais (eixo x)

Mais animadores foram os resultados relativos ao hematécrito (Figura 12), com um baixo erro,
MAPE de 3,025%, indicando uma elevada precisdo, e um R de 0,862, o que demonstra uma forte cor-

relacdo positiva entre os dados observados e os estimados.
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Figura 13 - Correlagdo entre a quantificagdo espectral de Leucdcitos (WBC) (eixo y) e métodos convencionais (eixo x)
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Apesar da menor quantidade de leucécitos em relagdo aos eritrdcitos, com uma proporcdo
aproximada de 1:1000, a informacao espectral dos leucdcitos é relevante devido ao seu impacto no
espalhamento e na absorbancia, representando entre 0,5% e 22,5% da informacdo espectral total. Na
analise da contagem de leucdcitos (WBC) (Figura 13), os resultados revelaram um MAPE de 11,08%,
indicando um erro percentual aceitavel entre os valores previstos e medidos. O coeficiente de corre-

lagdo (R) foi de 0,7194, sugerindo uma boa correlagao.
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Figura 14 - Correlagdo entre a quantificagdo espectral das plaquetas (PLT) (eixo y) e métodos convencionais (eixo x)

Os resultados da anadlise das plaquetas (PLT) (Figura 14) indicaram um MAPE de 11,64%, refle-
tindo uma margem de erro aceitavel entre os valores previstos e observados. O coeficiente de corre-

lacdo (R) foi de 0,694, apontando para uma correlagdo positiva.

Estes resultados sugerem que, o método SLAI/COVM (Self Learning Artificial Intelligence) de-
monstra correlagdes altamente significativas para hemogramas de bovinos, nos parametros estuda-
dos. O COVM mantém a relacdo linear BLL para um grupo de amostras, demonstrando consisténcia na

presenca do mesmo tipo de interferéncia.

4.3. Relagao entre parametros do leite e 0 hemograma

O algoritmo PCA (Analise de Componentes Principais) foi utilizado com o objetivo de explorar
a relacdo entre os parametros do leite e os valores obtidos no hemograma. Este algoritmo é ampla-
mente utilizado em andlise multivariada, pois permite reduzir a dimensionalidade dos dados, man-
tendo ao maximo a variabilidade original, transformando o conjunto original de varidveis num novo
conjunto, denominado componentes principais (PCs), que sdo combinagdes lineares das variaveis ori-
ginais.
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As componentes principais sdo calculadas de forma a capturar a maior variabilidade possivel
nos dados. A primeira componente principal (PC1) é aquela que explica a maior parcela da variabili-
dade total. Em seguida, a segunda componente principal (PC2) é calculada de forma a representar a
segunda maior porg¢do de variabilidade, com a condicdo de que seja ortogonal (independente) a pri-
meira componente. Esse processo continua até que todas as componentes principais sejam extraidas,
embora, na pratica, apenas as primeiras sejam consideradas, pois elas tendem a explicar a maior parte
da variabilidade dos dados.

Através do PCA, é possivel interpretar quais varidveis originais tém maior contribuicdo para
cada componente principal, permitindo, assim, identificar possiveis correlagdes ou padrdes entre os
parametros do leite e os valores do hemograma que ndo seriam facilmente observados com os dados
brutos. Na Tabela 5, sdo apresentados os resultados obtidos e na figura 16 a representacao vetorial da

analise PCA.

Tabela 6:: Resultados da correlagdo de Person e Mape, obtidos por PCA, entre os pardmetros do hemograma e do leite

R MAPE

Teor butiroso 0.825 17.8%
Teor proteico 0.574 6.3%

ccs 0.595 451.5%

UREIA 0.665 15.84%
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Figura 15 — Andlise vetorial do PCA das componentes principal 1 (33.38%) e a componente principal 2 (17.55%) e PCA da
componente principal 2 (17.55%) e componente principal 3 (12.29%) e relagdo entre as varidveis (Dendogram)

Os resultados demonstram que a informacdo fornecida pelo hemograma consegue explicar de
forma significativa a composi¢do do leite do mesmo animal. Em particular, o hemograma revela-se um
teste altamente relevante para avaliar o bem-estar animal, assim como o seu estado geral de saude e
nutricional. Ficou comprovado que o teor de gordura do leite pode ser previsto pelo perfil do hemo-
grama. Os teores de proteina e ureia estdao qualitativamente relacionados com este perfil sanguineo.
Da mesma forma, é possivel estimar a quantidade de células somaticas a partir do hemograma, uma
vez que os niveis elevados ou baixos podem ser correlacionados com os resultados desta analise. No
entanto, a quantificagdo de células somaticas no leite a partir do hemograma é uma andlise classifica-
tiva, pois esta medigdo ndo contabiliza diretamente os leucécitos presentes no leite, mas sim todos os
tipos de células; enquanto o hemograma é um indicador fiavel da presenca de infe¢do e/ou inflamacdo
no animal. Em particular, valores excessivamente elevados de células somdticas podem nao refletir
corretamente o nimero de leucécitos no leite, o que pode afetar a correlagdo com os resultados do

hemograma.

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados obtidos para o leite demonstram que o sistema POC é eficaz, ndo apenas pelo
facto de o espectro produzido ser semelhante ao descrito em dispositivos de maiores dimensées

(Tsenkova et al., 2001), mas também pelas correla¢des significativas e pelas baixas taxas de erro em
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comparacdo com os métodos convencionais, particularmente para o TB, o TP e a ureia. No entanto,
para a CCS, embora tenha sido observada uma elevada correlacao, o erro foi superior. Sera fundamen-
tal avaliar conjuntos de amostras com e sem mastite, a fim de determinar a sensibilidade e especifici-
dade alcangada na determinacdo deste parametro, mesmo considerando o erro associado a esta pri-
meira avaliacdo. E também importante referir que um estudo recente utilizando Vis-NIR revelou dife-
rencas significativas no teor de lactose entre amostras com e sem mastite (da Silva Pereira et al., 2024).
Este parametro nao foi abordado no presente trabalho, mas seria relevante considera-lo em estudos
futuros. A maior taxa de erro associada a determina¢do da CCS ndo deve ser interpretada como um
fator desencorajador desta metodologia por varias razdes: 1) Este estudo teve como objetivo inicial
avaliar a viabilidade do método; estudos subsequentes, com um maior nimero de amostras e a inclu-
sdo de mais parametros, serdo fundamentais para melhorar a estimativa da CCS. Além disso, interven-
¢Oes no processamento das amostras, como centrifugaces prévias para remover os lipidos, poderao
melhorar a estimativa deste pardmetro; 2) Esta metodologia ndo deve ser encarada como um diagnds-
tico laboratorial de "gold-standard", mas sim como uma ferramenta de andlise rdpida e econdmica de
primeira linha. Mesmo com algum grau de erro, um método de baixo custo que sinalize amostras com
valores elevados de CCS poderad ser eficaz ao permitir o encaminhamento dessas amostras para andlise
laboratorial mais aprofundada; 3) Embora possam existir diferencas nos valores, serd crucial recolher
mais dados para avaliar se as conclusdes obtidas com o sistema POC sdo compardveis as dos métodos
convencionais. Em particular, serd importante determinar se o nimero de amostras com mastite iden-
tificadas pelos dois métodos é semelhante. Por outras palavras, é essencial avaliar se a sensibilidade
do sistema POC é comparavel a da analise laboratorial e, sobretudo, verificar se ultrapassa a sensibili-
dade dos métodos atualmente disponiveis nas exploragGes leiteiras. Para isso, serd necessario aumen-
tar o nimero de amostras com mastite e associar a avaliagdo microbioldgica, de forma a caracterizar
melhor esta condig¢do.

Relativamente aos parametros do hemograma, o aparelho POC apresentou um desempenho
muito satisfatério, em linha com os resultados ja obtidos para pequenos animais (Barroso et al., 2021).
Apesar de ndo existirem estudos com esta metodologia aplicados ao sangue bovino, o espectro desta
espécie é compardvel ao dos pequenos animais (Barroso et al., 2022). Para o hematdcrito e os leucdci-
tos, observou-se uma boa correlagao e um baixo erro na sua determinagao.

Embora estes resultados sejam importantes, serd necessario analisar um maior nimero de
amostras para avaliar se o aparelho POC consegue discriminar corretamente os diferentes tipos de
leucécitos. Este aspeto é relevante, uma vez que animais com mastite nem sempre apresentam leuco-
citose, mas sim uma alteracdo no perfil leucocitario, com um predominio de linfécitos a ser substituido
por neutrdfilos (Alhussien et al., 2015). Os resultados obtidos até agora indicam que, no ambito da

recolha de sangue para monitorizacdo da sanidade animal, é possivel obter dados hematolégicos de
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forma rapida e econédmica no campo. Estes dados poderdo contribuir para uma monitorizacdo mais
eficaz do estado de saude dos animais, o que poderd resultar numa maior eficiéncia produtiva.

A relacdo entre os parametros hematoldgicos e a producdo de leite foi evidente na analise de
PCA, que revelou uma correlacdo entre os parametros sanguineos e o TB e o TP. No entanto, para a
CCS, que é frequentemente utilizada como indicador da salde da glandula mamaria e da presenca de
infecGes em bovinos, este estudo ndo forneceu evidéncias suficientes para estabelecer uma correlagao
direta com os parametros do hemograma. Esta falta de correlagdo podera dever-se a variabilidade das
amostras ou a uma limitacdo no nimero de amostras com valores elevados de CCS. Desta forma, serdo
necessarios estudos adicionais com um maior nimero de amostras, especialmente em casos de mas-
tite, para esclarecer a relacao entre a CCS e os parametros do hemograma. Com uma amostragem mais
robusta, sera possivel realizar uma andlise mais detalhada e obter resultados mais consistentes, o que
podera proporcionar uma visdao mais precisa das interacGes entre os parametros do leite e do hemo-
grama, particularmente no que diz respeito a saude da glandula mamdria e a resposta imunoldgica dos
animais. Adicionalmente, é importante lembrar que as proteinas de fase aguda sdo indicadores infla-
matdrios mais precisos do que as alteracdes nos leucdcitos em bovinos. Embora estas proteinas nao
tenham sido incluidas no presente estudo, hd a intencdo de as considerar em investigacdes futuras.

Assim, em conclusdo o novo método apresentado “MyVet”, demonstrou ser capaz de alcancar
resultados consistentes em todos os parametros avaliados. Isso sugere que esta ferramenta POC pode
ser uma adicdo valiosa a pratica veterinaria, especialmente no auxilio ao diagndstico e combate a mas-
tite em campo. A mastite, continua sendo um dos principais desafios na producao leiteira, e métodos
mais eficientes e acessiveis para seu diagndstico podem melhorar significativamente a saide animal e
a qualidade do leite.

A tecnologia “MyVet” no contexto de POC oferece uma abordagem pratica e rapida para o
médico veterinario, permitindo a avaliagdo de varios parametros diretamente no local, sem a necessi-
dade de laboratdrios externos. Isso pode resultar em diagndsticos mais rapidos e intervengdes tera-
péuticas mais ageis, o que é crucial para controlar e tratar a mastite de forma eficaz. S3o necessarios
mais estudos para explorar todo o potencial dessa tecnologia POC. Em particular, serd necessario in-
vestigar mais profundamente a contagem diferencial de leucdcitos, que pode fornecer informagées
mais detalhadas sobre a resposta imunoldgica do animal. Além disso, uma melhor compreensao da
relacdo entre os leucécitos e a CCS sera fundamental, ja que ambas as medi¢des sdo importantes indi-
cadores da saude da glandula mamaria e da presenca de infecGes como a mastite.

Dessa forma, embora o “MyVet” ja demonstre um grande potencial para o uso clinico veteri-
nario, a realizacdo de estudos adicionais permitira aprimorar ainda mais sua aplicabilidade e precisao,

trazendo beneficios ainda maiores a pratica veterinaria no manejo de doengas como a mastite. O prin-
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cipio fundamental dos métodos analiticos reside na utilizacdo de informagées especificas de um cons-
tituinte, assegurando que dados exclusivos sejam empregues para sua identificacao e quantificacdo. A
espectroscopia Vis-NIR emprega modelos de Covariancia (COVM) como uma estratégia para garantir
gue os constituintes sejam quantificados com base em informacgdes especificas, minimizando interfe-
réncias de outros componentes presentes no espectro. Dessa forma, ao utilizar COVM, o método con-
segue isolar informacgdes espectrais exclusivas de cada constituinte, aprimorando a precisdo e a confi-
abilidade das quantificagdes realizadas. Essa abordagem é essencial para assegurar que cada compo-
nente seja identificado e quantificado com base na sua assinatura espectral Unica, sem influéncia signi-

ficativa de outros constituintes na amostra.
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