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RESUMEN

FIGUEROA MARTINEZ LUIS GABRIEL. Cuenta de células sométicas en leche de
cabra mediante las pruebas diagnosticas: prueba de California, Wisconsin, cuenta
microscépica y contador infrarrojo (bajo la direccion de MVZ MsC Salvador Avila
Téllez y MVZ PhD Andrés Ducoing Watty).

La cuenta de células somaticas (CCS) en leche de cabra esta ampliamente
aceptada como indicador del estado de salud de la glandula mamaria. Para su
determinacién, se dispone de diferentes procedimientos los cuales se basan en
la identificacion del ADN de las células somaticas, entre estos procedimientos
se encuentran la prueba de California para mastitis (PCM), la prueba de
Wisconsin para mastitis (PCM) la cuenta microscopica de células somaticas
(CMCS) y el contador infrarrojo (Cl) entre otras. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la correlacion entre los resultados obtenidos por las pruebas antes
mencionadas con respecto a la cuenta microscopica de células somaticas en
muestras de leche provenientes de glandulas mamarias de caprinos
aparentemente sanos, considerando el cultivo bacteriolégico de las muestras
de leche. Se muestrearon 60 cabras de diferentes edades, etapas de lactacion
y numero de partos, ordefiadas mecanicamente, con una produccién promedio
de 0.75 litros de leche y provenientes de un sistema de produccién intensivo.
Los resultados fueron analizados con el paquete estadistico JMP version 5.1. La
correlacion encontrada entre la CMCS y el Cl fue de 97%, entre la CMCS y la
PCM de 89% y entre la CMCS y la PWM de 63%. La prueba que mas se
correlaciona con la CMCS es el Cl seguido de la PCM y la PWM. El
Staphylococcus spp estuvo presente en el 92% de los casos positivos al cultivo

bacterioldgico.



INTRODUCCION

México produce el 42.8 % del total de la leche de cabra en el continente
Americano ", 1,065,458 litros registrados durante el afio 2005 ¥, que con
respecto a la produccién de leche de vaca representan el 1.6%.

La produccién caprina juega un importante papel social y econémico, debido a
que en muchos sectores marginales, la cabra constituye la Unica riqueza vy
fuente de subsistencia al ser la principal suministradora de productos, tanto
lacteos como carnicos °l; ademas el precio promedio del litro de leche de cabra
es un 19% superior al precio promedio por litro de leche de bovino .

Como todo alimento, la leche de cabra debe cumplir con ciertos estandares
sanitarios y comerciales, es por ello que existen procedimientos encaminados a
determinar la calidad de la leche de cabra y el estado de salud de las glandulas
mamarias, tal es el caso de la cuenta de leucocitos en leche procedentes de la
sangre y de las células epiteliales derivadas de la descamacion del epitelio
glandular, a este conjunto de leucocitos y de células epiteliales en leche se les
conoce como células somaticas (CS) > & 7.

La cuenta de células soméaticas (CCS) en la leche de cabra esta ampliamente
aceptada como indicador del estado de salud de la glandula mamaria. Para su
determinacién, se dispone de diferentes procedimientos los cuales se basan en
la identificacion del ADN de las CS. Los procedimientos mas empleados en
México son la prueba de California para mastitis (PCM) y la prueba de

[9, 10]

Wisconsin para mastitis (PWM) . Otros métodos de importancia son la

cuenta microscépica de células somaticas (CMCS) que es utilizada como
referencia, el contador infrarrojo (Cl) o contador de células DeLaval® (DCC) y el

contador electrénico (CE) o Fossomatic® (FOSS) ['": 12,



Existen algunos factores que afectan la CCS en la leche de cabra, entre ellos
se encuentran: la raza, la edad, la etapa de lactacion, el estro, el nivel de
produccién, las condiciones de manejo, y las infecciones intramamarias
presentes en el momento de la medicion, & 1314,

En vacas sanas la CCS varia de entre 40,000 y 80,000 células/ml ['®; Schalm
et al. ' afirman que en leche de cabra las muestras con reacciones negativas
a la PCM presentan un promedio de 68,000 células/ml, en tanto que en las
reacciones positivas a, trazas, uno, dos y tres, la CCS que se presenta es de
268,000; 800,000; 2,560,000 y < 10,000,000 células/ml, respectivamente !'%; en
la reaccion clase tres se pueden encontrar desde 3,000,000 hasta 8,800,000
células/ml ['®l. Otros investigadores afirman que la CCS en leche de cabras
proveniente de glandulas negativas a mastitis varia desde 68,000 hasta
500,000 células/ml. En glandulas donde, tanto la CMCS, como el cambio en la
reaccion de la PCM indican que existe una patologia, la CCS es de 268,000 a
10,000,000 células/ml; todos estos resultados fueron obtenidos mediante la
PCM, CMCS, FOSS y CI '],

Al comparar los resultados obtenidos en la CCS de leche de cabra con el ClI
(DCC) y el CMCS se han encontrado correlaciones del 95% ['": mientras que al
comparar los resultados de la PCM contra el FOSS se han obtenido
correlaciones de entre 95y 97% ",

Como se puede apreciar existen diferencias entre los resultados obtenidos por
los autores citados, en cuanto a la CCS en leche de cabras y, unicamente

Schalm 1%

ha determinado diferentes cantidades en la CCS presentes en
leche de cabra por medio de la PCM con el fin de conocer el grado de

afectacion de la glandula mamaria en caprinos.



JUSTIFICACION

Dada la importancia de estimar la cuenta de células soméaticas en leche de
cabra como indicador del estado de salud de la glandula mamaria, es
necesario contar con un método seguro, rapido, y de facil realizacién; por ello
resulta primordial conocer la correlacion existente de la cuenta de células
somédticas realizada por la prueba de California para mastitis, la prueba de
Wisconsin para mastitis y el contador infrarrojo con el método referido por la
NMX-F-700-COFOCALEC-2004 que es la cuenta microscopica de células
somaticas. Ademas en este trabajo se considerara el cultivo microbiolégico de
las muestras de leche como un indicador mas, del estado de salud de las

glandulas mamarias.



HIPOTESIS

En muestras de leche de cabra proveniente de glandulas libres de
microorganismos patégenos, la cuenta de células somaticas obtenida mediante
el contador infrarrojo y la cuenta microscopica de células somaticas
presentaran alta correlacién, aunque menor con respecto a los resultados
obtenidos con la prueba de California para mastitis y la prueba de Wisconsin
para mastitis, dado que a partir de estos dos ultimos se obtiene la cuenta de

células somaticas de forma indirecta.



OBJETIVO

El objetivo fue evaluar la correlacién entre los resultados obtenidos por las
pruebas para diagnostico de mastitis: California, Wisconsin y el contador
infrarrojo con respecto a los obtenidos por medio de la cuenta microscépica de
células somaticas, en muestras de leche provenientes de glandulas mamarias
de caprinos, considerando el cultivo bacteriolégico, para identificar cual de
estos métodos es el que mas se aproxima a los resultados obtenidos por medio

de la cuenta microscépica de células somaticas.



MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio observacional analitico de la cuenta de células somaticas
(CCS) en leche cruda de cabra, proveniente del ordefio matutino, utilizando
cuatro métodos para determinar si los resultados obtenidos con la prueba de
California para mastitis (PCM), la prueba de Wisconsin para mastitis (PWM), y
el contador infrarrojo (Cl) son similares a los obtenidos por la cuenta
microscopica de células somaticas (CMCS).

Para este estudio se muestrearon 60 cabras en un sistema de produccion
intensivo (44 Alpino Francés, 10 Saanen, 3 cruzas Alpino Francés con Boer, 2
Boer y 1 Toggenburg), ubicadas en el Centro de Ensefianza, Practica e
Investigacion en Produccién y Salud Animal (CEPIPSA) de la FMVZ-UNAM,
ubicado en el Km 28 de la carretera federal México-Cuernavaca Topilejo.

Las cabras presentaron diferentes edades, etapas de lactacion y numero de
partos. La produccién promedio fue de 0.75 litros de leche por cabra. El ordefio
se realiza de forma mecénica una vez al dia en una sala tipo paralelo. La
alimentacion es a base de concentrado, ensilado, alfalfa y avena. De las 60
cabras que se muestrearon en este estudio, 25 son seropositivas al virus de la
artritis encefalitis caprina por medio de la prueba de ELISA competitiva
realizada en el departamento de Microbiologia e inmunologia de la FMVZ-
UNAM.

Las muestras se tomaron antes de iniciar el ordefio de la mafiana, para ello se
limpiaron los pezones de cada glandula con torundas impregnadas de alcohol
desnaturalizado al 70%. Se descartaron los primeros tres chorros de leche de
forma manual sobre un tazén de fondo oscuro, para después obtener una

muestra de 50 ml de leche de cada glandula. Las muestras fueron



almacenadas en frascos estériles, los cuales se identificaron con el nimero del
animal y la glandula (izquierda o derecha) a la cual pertenecen; éstas fueron
transportadas en refrigeracidbn para su posterior analisis al laboratorio del
Departamento de Produccién Animal Rumiantes de la FMVZ-UNAM, en un
tiempo no mayor de cuatro horas para después ser sometidas a las pruebas de
PCM, PWM, CMCS y CI.

Las pruebas de PCMy PWM se realizaron segun los procedimientos descritos
por Schalm [10], y en el caso de la prueba de la PCM los resultados fueron
convertidos a células somaticas/ml como se sefiala en las tablas del mismo
autor ['%.

La CMCS se llevd a cabo segun se indica en la norma Mexicana NMX-F-700-
COFOCALEC-2004, "® tomando una muestra de 10 pl con una micro-pipeta
calibrada a la misma cantidad, dicha muestra se coloc6 y se disperso
uniformemente con ayuda de un capilar sellado en uno de sus extremos sobre
el area circular de 1cm de diametro delimitada por una linea negra sobre la
laminilla, después de lo cual se procedi6 a tefiirla con la técnica de Wrigth. A
continuacién, con el objetivo de inmersion y aumento de 1000X se procedié a la
identificacion y cuenta de las células somaticas observadas en cada campo,
siguiendo una direccion longitudinal a través del diametro de la superficie
marcada en la laminilla. El total de células identificadas se multiplicé por el
factor unico de franja (FUF), obteniendo asi el numero total de células
somaticas por ml de leche "8,

Para el analisis de las muestras de leche con el Cl, se tom6 una muestra de 40

ul de leche con el cartucho especial del equipo; mismo que se introdujo en la



ranura del lector, para después activar el andlisis automatico de la muestra '?,
y el resultado en células somaticas/ul de leche en la pantalla del equipo.
Ademds, cada muestra fue sembrada en medios bacteriologicos para el
crecimiento de microorganismos Gram positivos (agar gelosa-sangre) y para
microorganismos Gram negativos (Agar Mc Conkey) siguiendo el
procedimiento descrito por Brown et al. ?% y en los casos donde se
encontraron microorganismos con formas esféricas se aplico la prueba de
catalasa para determinar si se trataba de Staphylococcus spp (catalasa +) o
Streptococcus spp. (catalasa -).

Los resultados del conteo celular fueron convertidos a numero de células
somaticas por ml de leche con el objetivo de uniformar la unidad de medicion
para su analisis.

La informacién obtenida en el presente estudio fue analizada con ayuda de un

211 Asi mismo se

modelo lineal en el paquete estadistico JMP version 5.1
realizaron correlaciones simples entre variables en las que se incluyé como
variables dependiente la CMCS y como variables independientes, los
resultados obtenidos por PCM, PWM y CI.

Para conocer el efecto del resultado positivo o negativo al cultivo bacteriolégico
sobre la CCS se realiz6 una regresion logistica; y para estimar si la presencia
del virus de artritis encefalitis caprina afecta los resultados de la CCS en leche

de cabra se utilizd6 un modelo lineal asi como la comparacién de medias entre

cabras positivas y negativas. #2.



RESULTADOS

De las 118 muestras de leche analizadas por medio de la cuenta microscépica
de células somaticas (CMCS), 42/118 (35.5%) resultaron negativas a mastitis
subclinica con cuentas de células sométicas (CCS) que van de 40,526 a
258,358 células/ml; de estas 42 muestras, 40/42 (95%) resultaron negativas a
los cultivos bacteriologicos y presentaron CCS iguales a las expresadas
anteriormente; las dos muestras restantes (5%) fueron positivas, una a
Staphylococcus spp. con 131,712 células/ml y la otra a Streptococcus spp. con
207,699 células/ml. Las 76/118 muestras restantes (64.5%) resultaron positivas
a mastitis subclinica, con cuentas que varian en un rango de 268,490 a
7,158,046 células/ml; de estas 65/76 (81.5%) muestras resultaron negativas a
los cultivos bacteriolégicos con CCS de 268,490 a 4,660,582 células/ml, y
11/76 (18.5%) resultaron positivas a mastitis subclinica con cuentas que varian
de 385,004 a 7,158,046 células/ml, con una media de 2,459,727 células/ml,
muestras de las que se aislé Staphylococcus spp.(Cuadro 1).

Con la aplicacién del contador infrarrojo (Cl), 36/118 (30.5%) muestras
resultaron negativas a mastitis subclinica, con CCS que variaron entre 36,000 a
257,000 células/ml; de estas muestras 35/36 (97%) resultaron negativas a los
cultivos bacteriolégicos, presentando CCS entre 36,000 a 257,000 células/ml.
Una de las 36 muestras resulto positiva a Staphylococcus spp. con una CCS de
147,000 células/ml. Las 82/118 (69.5%) muestras restantes fueron positivas a
mastitis subclinica, con cuentas de entre 271,000 a 6,780,000 células/ml, y de
estas 70/82 (85.4%) fueron negativas a cultivos bacterioldégicos con cantidades
de entre 271,000 a 5,601,000 células/ml. De las 12/82 (14.6%) muestras

restantes en una se aislé Streptococcus spp con una CCS de 301,000



células/ml y en las otras Staphylococcus spp donde la CCS vario de 301,000 a
6,768,000 células/ml con una media de 1,987,400 células/ml (Cuadro 1).

Con la prueba de Wisconsin para mastitis (PWM) se obtuvieron 42/118 (35.5%)
muestras negativas a mastitis subclinica, con CCS de entre 90,000 hasta
260,000 células/ml, de las cuales 40/42 (95.2%) fueron negativas al cultivo
bacteriolégico con numeros de células somaticas que variaron de 90,000 a
260,000 células/ml y 2/42 (4.8%) fueron positivas a Staphylococcus spp. con
cuentas menores a 120,000 células/ml. Las 76/118 (64.5%) muestras
restantes, resultaron positivas a mastitis subclinica con cantidades entre
340,000 hasta 5,000,000 células/ml; de estas 65/76 (85.5%) resultaron
negativas al cultivo bacteriol6gico con CCS de 340,000 a 5,000,000 células/ml,
y 11/76 (14.5%) fueron positivas al cultivo bacterioldgico, aislando en una
muestra Streptococcus spp. con una cuenta de 400,000 células/ml y 10 a
Staphylococcus spp. con 340,000 y hasta 5, 000,000 células/ml con una media
de 1,784,999 células/ml (Cuadro 1)

Al analizar las muestras mediante la prueba de California para mastitis (PCM),
40/118 (33.9%) resultaron negativas a mastitis subclinica, con una cuenta de
68,000 células/ml, de éstas, 36/40 (90%) muestras resultaron negativas al
cultivo bacteriolégico con un numero de células somaticas de 68,000
células/ml. Las 4 restantes (3.4%) fueron positivas al cultivo bacteriolégico con
una CCS de 68,000 células/ml, de éstas se aisl6 en uno de los casos
Streptococcus spp. y en los otros tres Staphylococcus spp.

Las 78/118 (66.1%) muestras restantes resultaron positivas a reaccion traza,
uno, dos y tres con una cuenta entre 268,000 a 5, 000,000 células/ml; de éstas,

69/78 (88.5%) muestras resultaron negativas a los cultivos bacterioldgicos, con



un numero de células somaticas de entre 268,000 a 5,000,000 células/ml y
9/78 (11.5%) fueron positivas a los cultivos bacteriol6gicos con CCS de entre
268,000 a 5,000,000 células/ml. En todas estas muestras se aislé
Staphylococcus spp. (Cuadro 1).

De las 13/118 muestras de leche positivas al cultivo bacteriolégico 12 (92%)
resultaron positivas Staphilococcus spp.

En el analisis del modelo de regresion se observdé que el Cl explica
significativamente (P<0.01) la variacibn en CMCS con un coeficiente de
regresion de <.0001. El coeficiente de determinacién de dicho modelo (r?) fue
de 0.957042.

Al eliminar la variable Cl del modelo de regresion, el coeficiente de regresidn es
de 0.0168 para la PWM y de <.0001 para la PCM con un coeficiente de
determinacién (r¥) de 0.8187 lo que indica que la PCM explica
significativamente (P<0.01) la variacion en la CMCS seguida de la PWM
(Cuadro 2).

La correlacién encontrada entre la CMCS y el Cl fue de 97%, entre la CMCS y
la PCM de 89% y entre la CMCS y la PWM de 63% (Cuadro 3).

La regresidn logistica para las muestras positivas al cultivo en agar sangre
indica que la PCM explica significativamente la variacion en los resultados para
este medio de cultivo (P=0.0213), en tanto que para las muestras positivas al
cultivo en agar McConkey la PWM explica significativamente esta variacion
(P=0.0279).

Al incluir en el modelo lineal el efecto de seropositividad a artritis encefalitis

caprina no se observé significancia del mismo (P=0.05), pero al realizar la



comparacién de medias, la significancia con la CMCS fue de 0.016; con el Cl

fue de 0.017; con la PWM fue de 0.002 y con la PCM fue de 0.003.

DISCUSION



Los resultados del modelo de regresién lineal indican que el contador infrarrojo
(Cl) comparativamente con la prueba de California para mastitis (PCM) y la
prueba de Wisconsin para mastitis (PWM) es el método que mejor explica la
variacion en la cuenta global de células somaticas realizada por la cuenta
microscopica de células somaticas (CMCS) [ - 191,

Al comparar los resultados obtenidos por medio del Cl con los obtenidos con la
CMCS la correlacion calculada es del 97%, lo que coincide con la investigacion
de Berry et al. (2007) "' La diferencia que existe entre ambas pruebas se
puede atribuir a que el CI controla el error de lectura inducido por fallas
humanas, tales como deficiencias en la técnica de tincién, asi como en la
observacion campo por campo de la muestra de leche. Comparativamente con
la CMCS, el ClI es un método rapido, al indicar la lectura del numero de células
somaticas en menos de un minuto, ¥ con una precisién similar. El Cl es un
equipo portatil que se puede llevar con facilidad a las instalaciones lecheras "],
lo cual no resulta practico en el caso de la CMCS, que ademas de ser una
prueba que requiere experiencia del operador, so6lo se puede llevar a cabo en
instalaciones especificas como un laboratorio requiriendo mayor esfuerzo y
tiempo del operador ",

Al comparar los resultados de la PCM convertidos a numero de células

somaticas con base a lo mencionado por Schalm et al (1971) "

, con los
resultados de la CMCS, se encontr6é una correlacién de 89%. Estos resultados
indican que a pesar de que la PCM se trata de una prueba que evalia la
cuenta de células somaticas (CCS) en forma indirecta, resulté ser confiable,

rapida y de bajo costo ?°; sin embargo debe tenerse en consideracion que la

persona que realiza esta prueba cuente con experiencia tanto en el



procedimiento para realizar la prueba como en la interpretacién de los
resultados ['?.

La diferencia en los resultados entre la CMCS vy la prueba de PCM se puede
atribuir al amplio rango del numero de células soméaticas indicado para cada
reaccion con la prueba PCM; haciéndose notar que en este estudio se utilizé la
media indicada por Schalm et al. (1971) ['% para leche de cabras.

En las muestras que resultaron negativas a mastitis subclinica por una baja
CCS pero positivas al cultivo bacteriol6gico, donde se aislaron Staphylococcus
spp. y Streptococcus spp. Se infiere que pudiera tratarse de casos en los
cuales no hay una respuesta del sistema de defensa organica por tratarse de
infecciones latentes ['%.

Al comparar la CCS obtenida e cada una de las pruebas aplicadas con el
resultado obtenido al cultivo bacteriologico por medio de la regresion logistica,
se encontré que PCM es la que mas explica los casos de infeccion por
microorganismos Gram-positivos, en tanto que PWM fue mas util para
relacionar la CCS con infecciones por microorganismos Gram-negativos. Estos

24 v Yafez® en

resultados son similares a los reportados por Sargeant et al. |
vacas, donde la PCM presento una alta sensibilidad al diferenciar entre
glandulas infectadas y no infectadas.

Al realizar la comparacién entre las CCS pertenecientes a cabras seropositivas
a artritis encefalitis caprina y las negativas al mismo virus por medio de un
modelo lineal no se encontraron diferencias significativas, pero al realizar la

comparacién de medias entre estos dos grupos se presentaron diferencias

significativas lo cual indica que de existir un incremento en la CCS por la



infeccion debida a la artritis encefalitis caprina este es minimo como lo indica

Sanchez et al. %,



CONCLUSIONES

1 La cuenta de células somaticas realizada por el contador infrarrojo fue
tan confiable como la realizada por la cuenta microscopica de células
somaticas en leche de cabra.

2 La cuenta de células somédticas realizada por la prueba de California
para mastitis resulta ser una prueba Util, practica y de bajo costo para inferir el
namero de células somaticas en leche de cabra a nivel de campo.

3 La prueba de Wisconsin para mastitis resulta ser menos eficiente para
realizar la cuenta de células somaticas en leche de cabra, en comparacion a
los otros procedimientos realizados.

4 El microorganismo mas encontrado en casos donde la cuenta de células
somaticas es mayor a 268,000 células/ml es el Staphylococcus spp.

5 La presencia de artritis encefalitis caprina no altera los resultados

obtenidos por las pruebas realizadas.
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Cuadro 1.-Comparacion de los resultados de la cuenta de células somaticas (CCS) realizada por la cuenta microscopica
de células somaticas (CMCS), el contador infrarrojo (Cl), la prueba de California para mastitis (PCM), la prueba de
Wisconsin para mastitis (PWM); y el resultado al cultivo bacteriolégico considerando dos grupos: grupo “A” 0 negativos a
mastitis subclinica (< 268,000 células/ml) y grupo “B” o positivos a mastitis subclinica (268,000 células/ml)

INDICADORES CcMCS cl PWM PCM
Grupo A B A B A B A B
ccs <268000 >268000 <268000 >268000 <268000 >268000 <268000 >268000
No. GLANDULAS (%) 42 (35.5%) 76 (64.5%) 36 (30.5%) 82 (69.5%) 42 (35.5%) 76 (64.5%) | 40 (33.9%) 78 (66.1%)
MINIMO-MAXIMO 40526-258358 | 268490-7158046 | 36000-257000 | 271000-6780000 | 90000-260000 | 340000-5000000 | 68000 268000-5000000
MEDIA DE LA CCS 145582 1526281 134472 1555426 117619 1262315 68000 1756102
BACTERIOLOGIA (-) (%) 40 (95%) 65 (81.5%) 35 (97%) 70 (85.4%) 40 (95.2%) 65 (85.5%) 36 (90%) 69 (88.5%)
MINIMO-MAXIMO 40526-258358 | 268490-4660582 | 36000-257000 | 271000-5601000 | 90000-260000 | 340000-5000000 | 68000 268000-5000000
MEDIA DE LA CCS 144376 1374709 134114 1431242 118000 1164297 68000 1662608
BACTERIOLOGIA (+) (%) 2 (5%) 11 (18.5%) 1 (3%) 12 (14.6%) 2 (4.8%) 11 (14.5%) 4 (3.4%) 9 (11.5%)
MINIMO-MAXIMO 121712-207699 | 385004-7158046 147000 301000-6768000 120000 340000-5000000 | 68000 268000-5000000
MEDIA DE LA CCS 169705 2421936 147000 2279833 110000 1841514 68000 2472888




Cuadro 2.-Coeficientes obtenidos del modelo de regresion para la cuenta de
células sométicas obtenida por el contador infrarrojo (Cl), la prueba de California
para mastitis (PCM) y la prueba de Wisconsin para mastitis (PWM), comparados
con la cuenta microscépica de células somaticas (CMCS):

Coeficiente de
Prueba .,
regresion
Cl <.0001
PCM 0,4014
PWM 0,8507

Cuadro 3.- Correlaciones entre la cuenta microscopica de células somaticas
(CMCS) vy los resultados obtenidos por el contador infrarrojo (Cl), la prueba de
California para mastitis (PCM) y la prueba de Wisconsin para mastitis (PWM) con

CMCS| CI PCM | PWM
CMCS 1 0.978 | 0.89 | 0.632
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