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RESUMEN



Se ha estudiado la espectroscopia de infrarrojo medio (MIR) para estimar el
recuento de células somaticas (RCS) en las muestras del control lechero del
ganado caprino (raza Murciano-Granadina). Las ecuaciones de regresion se
llevaron a cabo con el método PLS utilizando el programa WinlISI 4. En un primer
experimento se utilizaron tres grupos de muestras para llevar a cabo tres
calibraciones. En todas las muestras se dispuso del espectro MIR y del RCS por
citometria de flujo. El grupo 1 estaba formado por 598 muestras procedentes de
23 granjas, que fueron analizadas en diferentes dias, a lo largo de un periodo de 5
meses, y con alta variabilidad en el RCS, grasa y proteina. El grupo 2 (n= 387)
correspondio a muestras analizadas en el mismo dia, y pertenecian a una misma
granja. El grupo 3 (n=295) también fueron muestras analizadas en un mismo dia,
procedentes de una granja diferente a la del grupo 2. Se consider6 como mejor
calibracion aquella que presentd un menor Error Estdndar de Validacién Cruzada
(SECV). Las tres ecuaciones obtenidas (calibraciones 1,2 y 3 para los grupos 1,2 y
3, respectivamente) presentaron un Error estandar Calibracion (SEC) de
2457x10°, 846x10° y 1399x10° cels/ml, respectivamente, un Coeficiente de
Determinacion (R?) de 0,64, 0,427 y 0,437, un SECV de 2583x10°, 934 x10° y 1509
x102 cels/ml y una Varianza explicada (1-VR) de 0,61, 0,30 y 0,28. La validacién
se realizd con la calibracién 1, ya que tenfa un mayor R? y varianza explicada del
RCS, utilizando 228 muestras externas. El Error Estandar de la validacion (SEP) fue
de 1728x10° céls/ml y el R*de 0,44.

Dado que en el experimento 1 no se obtuvieron buenos resultados predictivos, se
plante6 un segundo experimento, con el objetivo de identificar zonas del espectro
relacionadas con el aumento del RCS. Para ello se utilizaron 5 muestras con bajos
RCS, a las que se afadieron un concentrado de células somaticas, para crear 5
niveles de concentraciones crecientes de RCS. A todas las muestras se registro el
espectro MIR y el RCS mediante citometria de flujo. Tras la representacion de los
espectros no se pudo identificar ninguna regiéon que, de forma sistematica,
presentara un patron consistente de variacion en las absorbancias al aumentar el

nivel de células somaticas. Se concluye que la espectroscopia MIR es un método
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con una insuficiente capacidad de prediccion del RCS en las muestras de control

lechero del ganado caprino.

RESUM

S'ha estudiat I'espectroscopia d'infraroig mitja (MIR) per estimar el recompte de
cel-lules somatiques (RCS) en les mostres del control lleter del bestiar capri (raca
Murciano-Granadina). Les equacions de regressié es van dur a terme amb el
meétode PLS utilitzant el programa WinlISI 4. En un primer experiment es van uti-
litzar tres grups de mostres per dur a terme tres calibratges. En totes les mostres
es va disposar de I'espectre MIR i del RCS per citometria de flux. El grup 1 estava
format per 598 mostres procedents de 23 granges, que van ser analitzades en di-
ferents dies, al llarg d'un periode de 5 mesos, i amb alta variabilitat en el RCS,
greix i proteina. El grup 2 (n = 387) va correspondre a mostres analitzades en el
mateix dia, i pertanyien a una mateixa granja. El grup 3 (n = 295) també van ser
mostres analitzades en un mateix dia, procedents d'una granja diferent a la del
grup 2. Es va considerar com a millor calibratge aquella que va presentar un me-
nor Error Estandard de Validacié6 Creuada (SECV). Les tres equacions obtingudes
(calibratges 1,2 i 3 per als grups 1,2 i 3, respectivament) van presentar un Error
estandard Calibratge (SEC) de 2457x10°, 846x10° i 1399x10° cels / ml, respecti-
vament, un coeficient de determinacié (R? de 0,64, 0,427 i 0,437, 1 SECV de
2583x10°, 934 X10° i 1509 X102 cels / ml i una variancia explicada (1-VR) de 0,61,
0,30 i 0,28. La validaci6 es va realitzar amb el calibratge 1, ja que tenia un major
R2 i variancia explicada del RCS, utilitzant 228 mostres externes. L'Error Estandard
de la validaci6 (SEP) va ser de 1728x10° Cels / ml i el R2 de 0,44.

Ates que en l'experiment 1 no van obtenir bons resultats predictius, es va plantejar
un segon experiment, amb I'objectiu d'identificar zones de I'espectre relacionades
amb l'augment del RCS. Per a aix0 es van utilitzar 5 mostres amb baixos RCS, a les
quals es van afegir un concentrat de cél-lules somatiques, per crear 5 nivells de
concentracions creixents de RCS. A totes les mostres es va registrar I'espectre MIR
i el RCS mitjancant citometria de flux. Després de la representacio dels espectres
no es va poder identificar cap regié que, de forma sistematica, presentés un patro
consistent de variacid6 en les absorbancies en augmentar el nivell de cél-lules
somatiques. Es conclou que I'espectroscopia MIR és un metode amb una insufi-
cient capacitat de prediccié del RCS en les mostres de control lleter del bestiar ca-

pri.



SUMMARY

Medium infrared spectroscopy (MIR) has been studied to estimate the somatic cell
count (SCR) in the milk control samples of goats (Murciano-Granadina breed). The
regression equations were carried out with the PLS method using the WinISI 4
program. In a first experiment, three groups of samples were used to carry out
three calibrations. In all the samples, the MIR spectrum and the RCS were
available by flow cytometry. Group 1 consisted of 598 samples from 23 farms,
which were analyzed on different days, over a period of 5 months, and with high
variability in SCR, fat and protein. Group 2 (n = 387) corresponded to samples
analyzed on the same day, and belonged to the same farm. Group 3 (n = 295)
were also samples analyzed on the same day, from a different farm to that of
group 2. The one with the lowest Standard Cross-Validation Error (SECV) was
considered the best calibration. The three obtained equations (calibrations 1,2 and
3 for groups 1,2 and 3, respectively) presented a Standard Error Calibration (SEC)
of 2457x10°, 846x10° and 1399x10° cels / ml, respectively, a Coefficient of
Determination (R2) of 0.64, 0.427 and 0.437, a SECV of 2583x10° 934 x10° and
1509 x10° cels / ml and an Explained Variance (1-VR) of 0.61, 0.30 and 0.28.
Validation was performed with calibration 1, since it had a higher R2 and explained
variance of RCS, using 228 external samples. The Validation Standard Error (SEP)
was 1728x10° céls / ml and R2 was 0.44.

Given that good predictive results were not obtained in experiment 1, a second
experiment was proposed, with the objective of identifying areas of the spectrum
related to the increase in SCR. To do this, 5 samples with low RCS were used, to
which a concentration of somatic cells was added, to create 5 levels of increasing
concentrations of SCR. The MIR spectrum and the RCS were recorded by means of
flow cytometry to all the samples. After the representation of the spectra, no
region could be identified that, in a systematic way, presented a consistent pattern
of variation in the absorbances when increasing the level of somatic cells. It is
concluded that MIR spectroscopy is a method with insufficient predictive capacity

of SCR in dairy control samples of goats.
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INTRODUCCION
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1.1 La produccion de leche de cabra

Durante siglos, la cabra ha sido uno de los mamiferos domeésticos mas importantes
para el ser humano, ya que éste ha aprovechado su leche, carne y pieles. Desde
un punto de vista nutricional la leche de cabra se caracteriza por poseer mayor
concentracion de Ca y Na que la leche de vaca y la leche humana. Ademas, en
ocasiones es tolerada por algunos consumidores que tienen alergias o0 desordenes
gastrointestinales por causa del consumo de leche de vaca (Haenlein, 2004;

Bhattarai, 2012).

En el mundo podemos diferenciar dos grandes modelos de produccién de leche de
cabra. Por un lado, en los paises en extrema pobreza y paises en desarrollo de
Asia, Africa y América se suelen utilizar razas con una bajo nivel productivo, pero
bien adaptadas a las condiciones ambientales de cada zona. En estos paises, la
leche de cabra representa un sustento econdmico y alimenticio importante para la
poblacién. Su explotacién es atractiva porque requiere de una baja inversién de
capital, poca mano de obra, minimas condiciones para su mantenimiento, como
poca tierra, ademas de tener una buena adaptacion a muchos tipos de ambientes
(desde condiciones extremas de poco pastoreo o aridez, hasta zonas de montafa)
y temperaturas (Bhattarai, 2012). Asi mismo, las hembras de esta especie
presentan un periodo de gestacion corto y empiezan a producir leche siendo muy

jovenes (15-17 meses de edad).

Por otro lado, en los paises desarrollados, principalmente en el area mediterranea
europea, la produccion de leche caprina se basa cada vez mas en sistemas de
explotaciéon intensivos, utilizando razas con altos niveles productivos, puesto que

estan integradas en esquemas de mejora genética. La mayor parte de la leche no
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se consume de forma directa sino que va destinada principalmente a la industria

quesera para obtener productos de alta calidad y elevado valor afiadido.

Entre los afios 2000 y 2013 la produccion mundial de leche de cabra aument6 un
41%, de modo que lleg6 a alcanzar los 18 millones de Tm (FAOSTAT). El 82% de
esta produccion se obtiene en 10 paises o regiones, encabezados por la India (5
millones de toneladas; 27,8 % de la produccion mundial), Bangladesh (2,62
millones de Tm; 14,6%) y la UE-28 (1,86 millones Tm; 10,4% de la produccion
mundial). En Europa, los principales paises productores de leche de cabra son:
Grecia (24% de la producciéon de la UE), Espafa (23%), Francia (19%), Rumania
(14%) e Italia (12%).

De acuerdo a INLAC (2015), en Espafia se producen anualmente unos 418
millones de litros de leche de cabra, principalmente en las CC.AA. de Andalucia
(178 millones de litros; 42%), Castilla — La Mancha (81 millones de litros; 19%),
Murcia (57 millones de litros; 13%), Extramadura (33 millones de litros; 7%) y
Canarias (20 millones de litros; 4%). En la Comunitat Valenciana existen unas 120
explotaciones de caprino lechero, mayoritariamente de la raza Murciano-
Granadina, que producen anualmente unos 9,8 millones de litros de leche de
cabra (INLAC, 2015).

1.2 Control lechero en ganado caprino

Uno de los pilares de los esquemas de mejora genética de la produccion de leche
es llevar a cabo un control lechero periodico en cada una de las explotaciones que
participan del programa de mejora. Su fundamento es registrar en cada una de las
cabras que estan en lactacion, cada 4 60 6 semanas, la produccién de leche, su

composicion (grasa, proteina y extracto seco) y el recuento de células soméaticas
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(RCS). La gestion del Control Lechero Oficial es autonémica y en la actualidad
recae en un Centro Autonomico del Control Lechero nombrado por la Comunidad
Autonoma (FEDASLLET en la Comunitat Valenciana). Los analisis de las muestras
de leche tomadas en el control lechero se suelen realizar en los laboratorios
inteprofesionales lecheros (LICOVAL en la Comunitat Valenciana) utilizando
equipos automaticos de espectroscopia del infrarrojo medio, para la determinacion
de la composicion de la leche, vy la citometria de flujo (método fluoro-opto-

electrénico) para el analisis del RCS.

1.3 Recuento de células somaticas y mamitis

La mamitis es una enfermedad que existe en todas las explotaciones productoras
de leche, puesto que no se puede erradicar. Los animales afectados disminuyen la
produccion y la calidad de la leche (composicion, propiedades organolépticas o de

conservacion), ademas de que se compromete su bienestar animal.

La mamitis es una inflamacion de la glandula mamaria que cambia la anatomia y
fisiologia de la ubre en respuesta a una infeccion por microorganismos 0 Como
respuesta a una lesibn o enfermedad sistémica. La inflamacion provoca un
aumento en la transferencia de leucocitos de la sangre a la leche. Estas células
inflamatorias, junto a las células epiteliales de descamacion, reciben el nombre de

células somaticas presentes en la leche.

La mastitis se presenta de dos formas: clinica y subclinica. La mamitis clinica
(severa) presenta lesiones visibles en la ubre que pueden variar de acuerdo al
curso que lleva la enfermedad, con formacién de nodulos y cambios en la
apariencia de la leche, que podria contener floculos, material porulento o tener
aspecto descolorido. La mastitis subclinica es una inflamacion que no se detecta
clinicamente pero que afecta de manera adversa la produccion. Suele persistir
entre lactaciones y, sin embargo, pasa desapercibida para el ganadero ya que la

Gnica manifestacion visible es el descenso de la produccion lactea (generalmente
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entre el 10-20%). Este tipo de mastitis son las que producen mayores pérdidas
econdmicas puesto que se presenta con mayor frecuencia que la forma clinica, es
de dificil deteccion y afecta la calidad y produccién de la leche (Garciay Vazquez,
2012).

El RCS de la leche también se ve afectado por factores de naturaleza no

infecciosa, entre los cuales podemos destacar las siguientes:

1. El estado de lactacion. A lo largo de la lactacion el RCS sigue una curva inversa
a la de la produccion de leche, de modo que los recuentos son mas elevados tras
el parto y al final de la lactacion (Sharma et al., 2011). Durante la lactancia
temprana y tardia, el porcentaje de neutréfilos tiende a aumentar mientras que el

porcentaje de linfocitos disminuye (McDonald & Anderson, 1981).

2. Edad o numero de lactacion. En ganado vacuno el RCS apenas aumenta con la
edad, cuando solo se consideran las glandulas no infectadas (Harmon, 1994). Por
el contrario, en las cabras libres de infeccion intramamaria si que se observan
incrementos importantes del RCS a medida que las cabras aumentan de edad

(Raynal-Ljutovac et al, 2007).

3. Celo. En ganado caprino se ha demostrado que la presencia del celo provoca
fuertes elevaciones transitorias del RCS, tanto en los animales sanos como en los

afectados de mamitis subclinica (Mehdid et al., 2013).

Existen dos métodos de diagnéstico para detectar las glandulas afectadas de
infecciones intramamarias. El diagnéstico directo se fundamenta en identificar la
presencia de gérmenes patdgenos procedentes del interior de la ubre, bien
mediante un andlisis bacterioldgico clasico (Harmon et al., 1990) o bien mediante
PCR. El diagnéstico indirecto se basa en definir umbrales de algunos
biomarcadores presentes en la leche (u otras caracteristicas de la leche o de la

ubre, como por ejemplo la conductividad eléctrica de la leche) que permitan
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separar a las glandulas sanas de las infectadas. En este sentido, el RCS es el
principal biomarcador de la leche utilizado para el diagnostico de los animales
afectados de mamitis (Hogeveen, 2005; Sharma et al., 2011). Sin embargo, en las
cabras la deteccion de mamitis solo por medio del RCS es compleja, debido a la
gran influencia que tienen algunos factores no infecciosos sobre el RCS (Leitner et
al., 2007).

1.4 Espectroscopia del infrarrojo medio (MIR)

La espectroscopia puede definirse como el estudio de la interaccién de una onda
electromagnética con la materia. La radiacion electromagnética comprende varias
regiones segun las longitudes de onda que abarcan: la region de rayos X (0,5-
10nm), ultravioleta (10-350 nm), visible (350-800 nm), infrarrojo cercano (800-
2500 nm), infrarrojo medio (2500-25000 nm), microondas (100 pm-1 cm) y radio

frecuencia (1 cm-1m).

La espectroscopia del infrarrojo medio se estd utilizando masivamente para el
registro de datos de la composicion de la leche. En la regién del infrarrojo medio,
cuando la materia es atravesada por la radiacion electromagnética los enlaces de
las moléculas (ej. C-H, O-H, N-H) realizan movimientos (ej. vibracion o rotacion)
que conllevan una mayor o menor absorcion de la energia proporcionada. A partir
de la energia suministrada y la cantidad de energia absorbida por la muestra
irradiada, y utilizando pretratamientos matematicos de los espectros, es posible
determinar en muestras su composicion quimica y los componentes

correlacionados (Givens y Deaville, 1999; De Marchi et al. 2014).

Se utiliza un interferometro para generar un haz de luz que contiene
simultdneamente diferentes combinaciones de las longitudes de onda de la region
del MIR. Posteriormente se utiliza el algoritmo denominado Transformada de

Fourrier para generar la totalidad del espectro, es decir, las absorbancias o

17



transmitancias en cada una de las longitudes de onda de la radiacion

electromagnética utilizada. EI conjunto del espectro constituira la huella dactilar

del compuesto o sustancia analizada (Piqué y Vazquez, 2012).

Por ejemplo, en la Figura 1 se ha representado un espectro registrado con MIR,
presentando en ordenadas (eje y) la absorbancia y en abscisas (eje x) la longitud

de onda (400-4000 cm™ / 2.500-25.000 nm ; Silva, 2006).

A %] A ,

_ .
\"—\_____."\——"""_fr/)l

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
: -1
longitud de onda [cm ]

Figura 1. Absorbancia (%A) vs longitud de onda (cm™)

La espectroscopia MIR permite analizar una gran cantidad de muestras en corto
tiempo y a bajo coste analitico (Dal Zotto et al., 2008). Tradicionalmente se ha
utilizado para medir los principales componentes de la leche (grasa, proteina,
lactosa, materia seca), pero en los ultimos afios han aparecido calibraciones para
determinar nuevos componentes (De Marchi, 2014; Gengler et al., 2016; Bastin et
al., 2016) relacionados con la calidad de la leche (acidos grasos, fracciones

proteicas, urea, minerales, caracteristicas tecnologicas.) o0 biomarcadores
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relacionados con el bienestar animal o la deteccién de ciertos estados fisiol6gicos

(desequilibrios nutricionales, gestacion, metano).

No obstante, en la bibliografia existe muy poca informaciéon sobre la prediccion del
RCS en la leche a partir de la espectroscopia MIR. De hecho, tan solo disponemos
de un trabajo (Marissal y Marinot, 2016), realizado en leche de cabra, si bien la
calibracion obtenida por estos autores no permite estimar con suficiente precision

el RCS en las muestras del control lechero del ganado caprino.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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Las muestras del control lechero suelen analizarse en los laboratorios
interprofesionales lecheros, donde se determina la composicién (grasa, proteina,
lactosa, materia seca y, en ocasiones, urea) mediante espectroscopia MIR y el RCS

mediante citometria de flujo.

Sin embargo, podria ser interesante que en los citados laboratorios también
pudiera estimarse el RCS mediante el mismo equipo MIR utilizado para el analisis
de la composicién de la leche. Si ello fuera posible, se abarataria sensiblemente el
coste del analisis, puesto que se prescindiria del equipo que actualmente se utiliza

para analizar el RCS.

Dada la escasa informacion bibliografica que existe, se ha planteado el presente
trabajo con el objetivo de realizar una primera evaluacion de la espectroscopia

MIR para estimar el RCS en las muestras del control lechero en ganado caprino.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1 Disefno experimental

En este trabajo se presentan los resultados de dos experimentos. En el
experimento 1 se llevé a cabo un proceso de calibracion para estimar el RCS a
partir de los espectros del infrarrojo medio de muestras de control lechero

analizadas con un equipo automatico para el analisis de leche.

El objetivo del experimento 2 fue observar si en los espectros existian zonas
(longitudes de onda o pin) que se pudieran relacionar claramente con la

concentracion de RCS en la leche.

Experimento 1

Las muestras para llevar a cabo la calibracién se eligieron a partir de dos bases de
datos, que recogian los espectros (base de datos 1) y los resultados analiticos
(base de datos 2) de 8125 muestras de control lechero de ganado caprino de raza
Murciano-Granadina de 12 granjas de la Comunitat Valenciana, que fueron
tomadas entre febrero y julio de 2018. Estas bases de datos fueron proporcionadas
por el laboratorio LICOVAL del Institut de Ciéncia i Tecnologia Animal de la
Universitat Politécnica de Valéncia. En la base de datos 1 se disponia de los
espectros MIR de cada muestra. En la base de datos 2 estaban los resultados
analiticos de la composicién (grasa, proteina, lactosa y materia seca) y RCS de

cada una de las muestras.

El procedimiento de calibraciéon se llevd a cabo en tres grupos de muestras,

realizandose tres calibraciones. El grupo 1 estaba constituido por un total de 598
muestras, que fueron elegidas de la base datos considerando que hubiera

variabilidad en:

23



1) El contenido en RCS, grasa y proteina. Para ello las 8125 muestras
disponibles se clasificaron en funcion del RCS (9 clases: <100, 101-250,
251-500, 501-750, 751-1000, 1001-2000, 2001-4000, 4001-8000, >8001
x10° céls/ml), grasa (8 clases: <3, 3-4, 4-5, 5-6, 6-7, 7-8, >9 %p/p) y
proteina (4 clases (<3, 3-4, 4-5, >5 %p/p). Se intenté que hubiera
representacion de todos las clases, con un maximo de 4 6 5 muestras de
cada combinacién de clase RCS/grasa/proteina.

2) Las granjas origen de las muestras.

3) Las fechas de recogida de las muestras.

El grupo 2 correspondia a muestras que habian sido analizadas en el laboratorio en
un mismo dia (387 muestras, todas procedentes de la misma granja). EI mismo
criterio se utilizo para las muestras del grupo 3 (295 muestras analizadas en un dia
distinto, procedente de una granja distinta a las del grupo 2). Se plantearon estos
dos grupos de muestras con objeto de estudiar si era posible mejorar la precision
de la calibracién al utilizar muestras analizadas en un mismo dia (por ejemplo,

para evitar una posible deriva en el equipo).

Para llevar a cabo la validacion de las calibraciones, se utilizaron todas las
muestras de control lechero caprino analizadas en dos dias distintos (total 228

muestras). Estas muestras no habian sido utilizadas en el proceso de calibracion.

Las caracteristicas de las muestras utilizadas en las 3 calibraciones realizadas

(grupos 1,2 y 3) y en la validacion se han recogido en la Tabla 1.

Experimento 2

Se llevd a cabo un primer control del RCS en muestras de leche del ordefio (50
ml) de 51 cabras de raza Murciano-Granadina de la granja de la Universitat
Politécnica de Valéncia. Todas las cabras se encontraban en el 71 mes de

lactacion. A continuacion se eligieron 5 cabras que presentaban un bajo RCS en la
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leche (< 300 x 10 cels/ml) y 5 cabras con altos RCS (entre 4.000 x 10° y 16.500 x

10° céls/ml). En el ordefio del dia siguiente se tomé una muestra de 1 litro de

Tabla 1. Caracteristicas de las muestras de leche utilizadas para llevar a cabo las
calibraciones (tres grupos de muestras) y la validacion para estimar el RCS
mediante espectroscopia del infrarrojo medio en muestras de control lechero de
ganado caprino

Muestras calibracion vl\a/llllijgzzzgi

Variable Grupo 1l Grupo 2 Grupo3 Grupo validacién

n 598 387 295 228

Media 2437 743 1460 1483

RCS Des.Est. 4095 1115 1857 2200
(céls/ml) Minimo 51 20 68 44
Méximo 27855 13824 14543 14508

Media 6,16 4,59 6,93 4,54

Grasa Des.Est. 1,86 0,68 1,10 0,79
(%p/p) Minimo 2,11 2,63 4,60 2,14
Maximo 9,89 6,43 12,98 7,44

Media 3,79 3,45 3,72 3,50

Proteina  Des.Est. 0,72 0,40 0,33 0,39
(%p/p) Minimo 2,44 2,44 2,72 2,38
Méximo 7,22 5,04 5,14 5,01

Media 4,69 4,76 4,76 4,71

Lactosa Des.Est. 0,28 0,19 0,18 0,20
(Y%p/p) Minimo 2,58 4,12 3,85 3,78
Méximo 5,34 5,41 5,19 5,10

leche de cada uno de los animales elegidos (total 10 muestras de 1 litro de leche),

analizandose nuevamente el RCS para verificar los resultados del dia anterior.

A partir de cada muestra de leche con bajos recuentos se constituyeron 5
muestras de 20 ml cada una con una concentracion de RCS creciente. Para lograrlo
se afadieron cantidades crecientes de un concentrado de células somaticas,

obtenido de la leche de una sola cabra que presentaba elevados recuentos. De
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este modo se crearon un total de 25 muestras de leche (5 muestras con bajos

recuentos x 5 concentraciones de RCS), tal y como se ha descrito en la Tabla 2. A

cada una de estas muestras se le registré su espectro MIR y se analizé el RCS, en

ambos casos por duplicado.

Tabla 2. Resultados analiticos del RCS (céls/ml) en 5 muestras de leche con bajos
recuentos (leche matriz) a las que se adiciono células somaticas para obtener 4

niveles crecientes de esta variable

Identif. de la cabra Nivel de RCS*

Concentrado de Leche matriz

RCS (alto RCS)  (bajoRCS) ~ Muestra 0 1 2 3 4
02 332 1 31 482 1278 2586 5765
Y4 B7 2 76 720 2159 4023 6706
Y1 348 3 154 2716 8370 16150 21845
Y8 337 4 254 1492 4488 9043 12990
G3 BO 5 96 714 1918 4039 6178

1 Los 5 niveles de RCS se obtuvieron del siguiente modo:

: 20 ml de leche de cabra matriz sin concentrado de RCS

: 8 ml de muestra de nivel 0 + 2 ml de concentrado RCS + 10 ml de leche matriz. Total 20 ml

: 8 ml de muestra de nivel 2 + 6 ml de concentrado RCS + 6 ml de leche matriz. Total 20 ml

0
1
2: 8 ml de muestra de nivel 1 + 3 ml de concentrado RCS + 9 ml de leche matriz. Total 20 ml
3
4

: 8 ml de muestra de nivel 3 + 9 ml de concentrado RCS + 3 ml de leche matriz. Total 20 ml

3.2 Concentrado de células somaticas

Para obtener los concentrados de células somaticas utilizados en el experimento 2

se siguid el procedimiento descrito por Amine (2009) y Bulaaba et al. (2011). Este
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procedimiento se llevé a cabo, de forma separada, para cada una de las 5
muestras de leche con altos recuentos (Tabla 2). De cada muestra se tomaron 6
alicuotas de 35 ml que fueron sometidas a centrifugacién, en tubos conicos de
policarbonato, a 2586 rpm (800 x g) durante 15 minutos a 4°C. A continuacion, la
grasa era retirada con una espatula de la parte superior del tubo, y se volvié a
repetir la centrifugacion aplicada anteriormente. Después se volvia a retirar con la
espatula la pequefa capa de grasa que aun permanecia en la parte superior del
tubo y se retiraba la fase acuosa con una micropipeta. Esta Ultima operacién se
realizaba con mucho cuidado para no resuspender el pellet de células somaticas
que estaba adherido en el fondo del tubo. El siguiente paso era la resuspension del
pellet en unos 3,5 ml de la leche matriz (ver Tabla 2). Finalmente, se juntaron y se
homogenizaron con un vortex los 6 concentrados de células somaticas (6 tubos)
obteniéndose asi 21 ml de concentrado procedente de una sola muestra de leche

con altos recuentos.
3.3 Variables analizadas

Todos los andlisis de la composicion de la leche (grasa, proteina, lactosa y materia
seca) y el registro de los espectros MIR fueron realizados en el equipo automatico
MilkoScan™ FT5000 (Foss-Electric S.A., Hillerod, Dinamarca). Este equipo registra
las absorbancias en 1060 longitudes de onda (numeros de PIN de 240 a 1299)
situadas en la banda del infrarrojo medio (longitudes de onda de 925-5010 cm™,

cada 4 cm™).

El RCS de cada muestra fue obtenido por el método fluoro-6ptico—electrénico
(ISO/FIL, 2008) con el equipo automatico Fossomatic™5000 (Foss-Electric S.A.).
En este método las muestras se determinan mediante la tincion del ADN de la

células con un colorante fluorescente y su recuento por citometria de flujo.

Los dos equipos, MilkoScan FT5000 y Fossomatic 5000, estaban unidos en linea
(Combi Foss) de modo que las muestras era analizadas simultaneamente por

ambos instrumentos.

27



Las muestras de leche del primer experimento fueron recogidas en las granjas
comerciales por los controladores lecheros de la asociacion AMURVAL. Estas
muestras se recogian en tubos de polipropileno de 50 ml de capacidad, a las que
se afadia el conservante azidiol (0,133 ml). Las muestras se mantenian en
refrigeracion (1-5°C) hasta su andlisis, el cual normalmente se llevaba a cabo

dentro de las 72 h tras su recogida.

Las muestras de leche del segundo experimento se recogieron del ordefio de cada
cabra de la granja experimental del ICTA de la UPV. Estas muestras siempre se
mantuvieron en refrigeracion (1-5°C) antes de su procesado y analisis. La
obtencion del concentrado de células somaticas se llevé a cabo en las primeras 24
h tras la recogida de las muestras, mientras que el analisis de la composicion, RCS
y registro de los espectros se llevé a cabo 12-24 h después de la obtencion de los

concentrados.

Antes de su analisis, las muestras se atemperaban a temperatura ambiente y se
invertian los frascos para asegurar la mezcla de su contenido. Ademas, el propio
equipo Combifoss dispone de un sistema de agitacion previo a la toma de la

muestra para el analisis.

3.4 Manejo de los datos y proceso de calibracion/validacion

Los ficheros con los registros de los espectros (base de datos 1) y el RCS y la
composicion de la leche (base de datos 2) se exportaban del equipo de analisis en
formato ASCIl (ficheros CSV). Estos ficheros fueron importados al programa
DBASE 5, en el cual se llevd a cabo la union de los ficheros, la gestion de las
muestras y la exportacion de las muestras seleccionadas para la calibracion
(espectros y valores de referencia) en ficheros nuevamente en formato ASCII
(fichero TXT).
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El proceso de calibracion se llevé a cabo con el programa WINISI IV. Para importar
el fichero TXT, previamente se abria con Excel 2007 y se guardaba en formato
“Texto (delimitado por tabulaciones)”. El fichero importado en WinlISI era
guardado con la extension .cal . Para llevar a cabo el proceso de regresion y
obtencion de la ecuacion de calibracién se utilizé la opcién del programa de
“Ecuacion Global” /’Desarrollo de ecuaciones con todo el espectro”, y el método de
regresion de Cuadrado Minimos Parciales (PLS modificado). Se consider6 el Error
de Validacion Cruzada (SECV) como criterio para definir la mejor ecuacion de
calibracion (la de menor SECV). Para ello se llevé a cabo un proceso de prueba y

error modificando los siguientes apartados:

1- NUmero méaximo de términos de la calibracion PLS (maximo 16)

N
1

Namero grupos de validacion cruzada

w
1

Eleccion de las longitudes de onda utilizadas
4

Opciones de dispersion (5 métodos )

Tratamiento matematico de derivadas

(&
[

Para llevar a cabo la validacion, la ecuacion de calibraciéon fue exportada a un
fichero TXT vy, a continuacion, fue importada a Dbase 5. La ecuacion se aplico a las
muestras de validacion y los valores de RCS predichos por la ecuacién y los de
referencia fueron exportados al paquete estadistico SAS, donde se calculé una

regresion lineal entre ambas variables mediante el PROC REG.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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Experimento 1

En la Tabla 3 se han recogido las caracteristicas de la calibracién que presenté un
menor SECV para predecir el RCS en las 598 muestras que conformaban el Grupo
1. (calibracion 1) Puede observarse que los estadisticos obtenidos de esta
calibracion fueron deficientes, puesto que SEC y SECV fueron muy elevados (2457
x 10° y 2583 x 10% céls/ml, respectivamente), mientras que R® y la varianza
explicada fueron bajos (0,65 y 0,61, respectivamente). Las muestras del Grupo 1
procedian de 34 dias de andlisis de laboratorio realizados en el periodo de febrero
a junio de 2018. Una hipétesis que podria explicar los malos resultados obtenidos
seria que durante este periodo se hubiera producida algun tipo de deriva en el
equipo de andlisis que afectara exclusivamente a zonas del espectro relacionadas
con el RCS. Para contrastar esta hipoétesis se llevaron a cabo las calibraciones 2 y
3, con los grupos de muestras 2 y 3, respectivamente. Todas las muestras del
grupo 2 fueron analizadas en el laboratorio en el mismo dia, y lo mismo ocurrié
con las muestras del grupo 3. Sin embargo, estas dos calibraciones tuvieron un
peor R? (0,427 y 0,437) y una menor varianza explicada (0,30 y 0,34) que la
calibracion 1 descrita mas arriba. Esto sugiere que deberia rechazarse la hipotesis
formulada anteriormente, de modo que no es probable que los deficientes
resultados de la Calibracién 1 fueran debidos principalmente a la existencia de una
deriva en el equipo de analisis. Las calibraciones 2 y 3 tuvieron menores SEC
(846 x 10° y 1399 x 10° cels/ml) y SECV (934 x 10° y 1509 cels/ml) que la
calibracion 1, pero esto se puede explicar por la menor variabilidad del RCS en las

muestras de los grupos 2 y 3 respecto a las del grupo 1 (Tabla 1).

El procedimiento de validacion tan solo se realiz6 con la calibracién 1, puesto que
era la que presentaba una mayor R? y varianza del RCS explicada. En la Figura 2
se han representado las muestras de validacion de acuerdo al RCS de referencia

(eje y) y el RCS estimado a partir de la ecuacién de calibracion 1 (eje x), mientras
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gue en la Figura 3 se han recogido los residuales (RCS referencia — RCS calibracién

1). La media y desviacion estandar de los residuales fue de -500x10°

Tabla 3. Caracteristicas y estadisticos obtenidos en los procesos de regresion
realizados para obtener las mejores calibraciones para estimar el RCS (céls/ml)
mediante espectroscopia del infrarrojo medio en tres grupos de muestras de
control lechero de ganado caprino

Calibraciéon 1

Calibracién 2

Calibracién 3

(muestras (muestras (muestras
Grupo 1) Grupo 2) Grupo3)
Método regresion PLS modif. PLS modif. PLS modif.
N° méaximo de términos 16 16 16
N° términos (factores) utilizados 15 12 12
N° grupos validacién cruzada 6 6 6
Pin inicial 241 241 241
(929 cm™) (929 cm™?) (929 cm™?)
Procedimiento Pin final 509 510 500
Regresion (1963 cm™ (1967 cm™ (1929 cm™
Numero total de pin 245° 256° 128°
Método dispersién/correccién SNV NO NO
espectro
Derivadas NO NO NO
n 599 386 295
Estadisticos Error estand. Calibracion (SEC) 2457x10° 846 x10° 1399 x10°
Coef. Determinacion (R?) 0,64 0,427 0,437
Error estand. Valid. Cruzada (SECV) 2583x10° 934 x10° 1509 x10°
Varianza explicada (1-VR) 0,61 0,30 0,34

& Corresponde al intervalo del 241-414, cada pin y del 437-509, cada pin
® Corresponde al intervalo del 241-438, cada pin y del 451-510, cada pin

¢ Corresponde al intervalo del 241-438, cada 2 pin y del 451-500, cada 2pin

y 1728 x 10° céls/ml, respectivamente, y el R? fue de 0,44. Al ajustar el RCS

obtenido de la calibracion 1 con la ecuacion de la regresion lineal de la Figura 1
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(24,95 + 0,735 x RCS calibracionl), la desviacion estandar de las diferencias con el

RCS de referencia apenas varié (1650x 103 céls/ml).
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Figura 2. Resultados de la validacion de la Calibracién 1 obtenida para estimar el
RCS mediante espectroscopia del infrarrojo medio en muestras de control lechero
del ganado caprino (n=228)
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Figura 3. Residuales (RCS referencia — RCS calibracion 1) obtenidos en la
validacion de la Calibracion 1 para estimar el RCS mediante espectroscopia del
infrarrojo medio en muestras de control lechero del ganado caprino (n=228)
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Este elevado valor de desviacion estandar (error estandar de la prediccion)
obtenido en la validacion de la calibracion 1 indicaria que ésta no posee suficiente
precision para realizar una prediccion cuantitativa del RCS en las muestras de

control lechero del ganado caprino.

Con objeto de evaluar la calibracion 1 para llevar a cabo una prediccion de caracter
cualitativo del RCS, los valores predichos se clasificaron en 4 clases: bajo (<1000 x
10%), medio-bajo (1000-2000 x10%), medio-alto (2000-4000 x 10°%) y altos (>4000 x
10%). Una muestra se consideré que estaba correctamente clasificada cuando el
RCS de referencia se encontraba dentro de los siguientes rangos: grupo bajo: <
1100 x 10° céls/ml, grupo medio-bajo (900-2100 x 10° cels/ml), grupo medio-alto
(1900-4100 x 10° cels/ml) y grupo alto (> 3900 x 10° cels/ml). En la Tabla 4 se
aprecia que la prediccion del grupo bajo de RCS era bastante fiable, puesto que el
90% de la muestras clasificadas en este grupo estaban correctamente clasificadas.
Por el contrario, las predicciones de los grupos medio-bajo, medio-alto y alto
presentaron una muy baja fiabilidad (tan solo un 34,5, 31,9 y 45% de muestras

correctamente clasificadas, respectivamente).

Experimento 2

Los espectros de absorbancia de los 5 niveles de células somaticas de cada una de
las 5 muestras de leche utilizadas en el experimento 2 se han representado en la
Figura 3 (pin 240-399), Figura 4 (pin 400-599), Figura 5 (pin 600-799) y Figura 6
(pin 900-1060). En general no se pudo identificar zonas del espectro en las que,
de forma sistematica, es decir en las 5 muestras, se observara un patrén
consistente de variacion en las absorbancias al aumentar el nivel de células

somaticas en una muestra de leche.
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Tabla 4. Clasificacion de las muestras utilizadas en la validacién del RCS estimado
con la calibracion 1 por clases (bajo, medio-bajo, medio-alto y alto). Para cada una
de estas clases, distribucion porcentual segun la clase del RCS de referencia

Clase RCS calib. 1 Clase RCS de referencia

(n=228) Bajo Medio bajo Medio alto alto

Bajo
<1000x10° cel/ml 90 8,6 1,4 0
(n=70)

Medio bajo
1000-2000 x10° cel/ml 62 34,5 1,7 1,7
(n=58)

Medio alto
2000-4000 x10° cel/ml 40,5 27,5 31,9 0
(n=69)

Alto
>4000 x10° cel/ml 6,45 25,8 22.6 45

(n=31)

En el espectro se aprecian zonas con una gran variabilidad de las absorbancias
(pin 416 a 440 y 800 a 950), pero no son utiles para ser utilizadas en una
calibracion puesto que esta variabilidad, sin un patrén légico y con mala
repetibilidad, estd provocada por las vibraciones de las moléculas del agua
(Dagnachew et al., 2013). En el resto del espectro, se han identificado algunas
zonas en las que, al menos en algunas muestras, se observdO un aumento de
variabilidad de las absorbancias a medida que aumentaba el nivel de células
somaticas. Estas zonas se han marcado con un circulo rojo en las Figuras citadas
anteriormente. Las longitudes de onda correspondientes a estas zonas marcadas,
identificadas como pin, fueron utilizadas para llevar a cabo un nuevo proceso de
calibracion utilizando las muestras del grupo 1 del experimento 1. Sin embargo, la
calibracién obtenida presenté unos parametros de ajuste (SEC=3250 x 103 cels/ml;
R?= 0,37; SECV= 3326 x 10° ; varianza explicada = 1-VR= 0,34) peores a los

obtenidos en la calibracion 1 descrita en el experimento 1.

En la bibliografia tan solo se dispone de un trabajo que haya estudiado la

utilizacion de la espectroscopia MIR para estimar el RCS en la leche de cabra
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(Marinot y Marisal, 2016). La calibracién obtenida en el citado trabajo también
presenté unos pobres parametros de precision (R°= 0.51-0.52 y SEC/SEP=
2493x10% / 2449 x 10° en la calibracién y validacion), siendo similares a las
encontradas en nuestro estudio. Existe mas informacion respecto a la utilizacion de
la espectroscopia NIR para estimar el RCS en la leche y, en general, los resultados
indican que es un poco mas precisa. Asi, Albanell et al. (2003) encuentran en la
validacién un R?* =0,62 en la leche de cabra, mientras que en leche de vaca
Kawasaki et al. (2008) y Tsenkowa y Atanassova (2001) encuentran en la

validacién una R = 0,68 y 0,73, respectivamente.

Por el momento, los resultados del presente trabajo sugieren que con la
espectroscopia MIR no es posible llevar a cabo una determinacion directa del RCS
en la leche de cabra, puesto que no se han podido identificar zonas del espectro
donde las absorbancias varien de forma consistente al afiadir células somaticas a
una misma muestra. Por tanto, la estimacion del RCS a partir de los espectros MIR
seria una estimacion indirecta a partir de los cambios en la composicion de la
leche, tal y como sefialan Tsenkova et al (2001), para la leche de vaca, y Marinot y
Marisal (2016), para la leche de cabra. En general, el incremento de células
somaticas en la leche esta asociado a la presencia de una infeccidon intramammaria
(mamitis), la cual también provoca cambios en la composicion quimica de la leche
ya que, por ejemplo, se produce una modificacion en el perfil de acidos grasos y
de las proteinas (Ogola et al., 2007; Raynal-Ljutovac et al., 2007). Sin embargo,
también existen factores no infecciosos que también influyen sobre el RCS, de
entre los cuales podemos destacar al estado y numero de lactacion, el nivel
productivo y, en el ganado caprino, la presencia del celo (Mehdid et al., 2013).
Por tanto, cabe esperar que la relacién del RCS con los cambios en la composicién
de la leche sea diferente segun si el RCS aumenta por motivos infecciosos o no
infecciosos. Esto seria aun mas importante en la leche de cabra, puesto que en
esta especie los factores no infecciosos influyen en mayor medida sobre el RCS

que en el ganado vacuno y ovino (Mehdid, 2009).
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Los aspectos descritos anteriormente podrian explicar los pobres resultados que
se han obtenido, por el momento, con la espectroscopia MIR para estimar el RCS.
Pero, al mismo tiempo, sugieren que podria mejorarse la precision de la calibracién
si se consideraran algunos de los factores no infecciosos, como el nimero y estado
de lactaciéon y la produccién de leche, puesto que esta informacion esta disponible
en las muestras de control lechero. Por ejemplo, seria interesante estudiar en un
futuro calibraciones especificas para las cabras que estén en distinto niumero de

lactacion (primiparas, multiparas...) y estado de lactacion (principio, mitad, final).
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Figura 4. Espectros de absorbancia entre los pines 240 a 399 en 5 muestras de
leche de control lechero. En cada gréafica se ha registrado los espectros de 5
niveles crecientes de células sométicas (niveles 0 a 4).
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Figura 5. Espectros de absorbancia entre los pines 400 a 599 en 5 muestras de
leche de control lechero. En cada gréafica se ha registrado los espectros de 5
niveles crecientes de células somaticas (niveles 0 a 4).
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Figura 6. Espectros de absorbancia entre los pines 600 a 799 en 5 muestras de
leche de control lechero. En cada gréafica se ha registrado los espectros de 5
niveles crecientes de células sométicas (niveles 0 a 4).
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Figura 7. Espectros de absorbancia entre los pines 900 a 1060 en 5 muestras de
leche de control lechero. En cada grafica se ha registrado los espectros de 5
niveles crecientes de células somaticas (niveles 0 a 4).
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5. CONCLUSIONES
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En este trabajo se ha puesto de manifiesto que la estimacion del RCS en las
muestras del control lechero del ganado caprino mediante espectroscopia MIR es
un proceso complejo. La mejor calibracidbn que se ha encontrado presenta unos
parametros de prediccion (calibracién: SEC= 2457x10° céls/ml , R* =0,64;
validacién: SEP= 1728 x10° céls/ml, R? =0,44) insuficientes para que pueda ser
utilizada en el laboratorio, tanto para estimar la concentracion de células somaticas
en la leche, como para clasificar las muestras por clases de RCS (bajo, medio,

alto).

Se deberia estudiar, en un futuro, si la creacion de calibraciones especificas para
distintos estados y numero de lactacion de las cabras permitiria mejorar la

precision de la estimacion del RCS con la espectroscopia MIR.
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