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RESUMEN

El uso de la espectroscopia de infrarrojo por Transformadas de Fourier, a nivel
mundial, es el método rutinario aprobado por el International Committee for Animal
Recording (ICAR) para la determinacién de la grasa, lactosa, proteina y solidos en
la leche. El cual ha demostrado potencial en la asociacion y predicciéon de
caracteristicas indirectamente relacionadas con la composicion de la leche
mediante cambios en su perfil bioquimico. Por lo cual, el objetivo del presente
estudio fue evaluar la utilidad de espectros de infrarrojo medio en la identificacion y
monitoreo de la prefiez en vacas productoras de leche. La informacion utilizada fue
proporcionada por la Asociacion Holstein de México, A. C. (AHM), la cual consistio
de 77,389 espectros distribuidos en ocho unidades de producciéon. El espectro
cubrio 935 ondas, entre los 937 a 4000 cm™'. Fueron ajustados dos modelos lineales
generalizados con un enfoque Bayesiano, con el objeto de evaluar la posibilidad de
predecir el estado reproductivo de la vaca a partir de la informacion contenida en
los espectros. El Modelo 1 incluyé unicamente los efectos de las 935 ondas del
espectro como variables independientes. EI Modelo 2 incluyé a los efectos hato-
estacion, numero parto, dias en lactacion, produccion de leche al momento del
muestreo en adicidon a la informacién de los espectros del modelo anterior. La
evaluacion se realiz6 a través de una validacion cruzada con 10 repeticiones,
calculando la sensibilidad, especificidad y obteniendo las areas bajo la curva (AUC)
de la Caracteristica Operativa del Receptor (ROC, por sus siglas en inglés) y
Recuperacion de Precision (PR, por sus siglas en inglés). La sensibilidad vy
especificidad para el primer modelo fueron 0.99 y 0.39, respectivamente; las AUC
para la ROC fueron de 0.65 y 0.82 para la PR. En el segundo modelo, los resultados
muestran una mejora al adicionar efectos a los espectros, con una sensibilidad y
especificidad de 0.94 y 0.70, respectivamente; las AUC para la ROC fue de 0.77 y
0.86 para la PR correspondiente; la inclusion de efectos sugeriria una remodelacion
constante, haciendo menos eficiente el proceso. En conclusion, el uso exclusivo de
los espectros mostré una utilidad limitada para el diagnostico de gestacion; por lo

cual, es necesario, continuar con investigaciones mas detalladas en los modelos o



buscar estrategias que nos permitan mejorar la precision. Ademas, pudiera utilizarse
como una herramienta para monitorear la gestacién y advertir de posibles abortos

fetales.

Palabras clave: Composicion de la leche, espectros, gestacion, monitoreo.



ABSTRACT
The use of Fourier Transform infrared spectroscopy, worldwide, is the routine

method approved by the International Committee for Animal Recording (ICAR) for
the determination of fat, lactose, protein and solids in milk. Which has shown
potential in the association and prediction of characteristics indirectly related to the
composition of milk through changes in its biochemical profile. The objective of the
present study was to evaluate the utility of mid-infrared spectra in the identification
and monitoring of pregnancy in dairy cows. The information used was provided by
the Holstein Association of Mexico, A.C., which consisted of 77,389 spectra registers
distributed in eight production units. The spectrum covered 935 wave numbers,
between 937 to 4000 cm™'. Two generalized linear models were adjusted with a
Bayesian approach, in order to evaluate the possibility of predicting the reproductive
status of the cow from the information contained in the spectra. Model 1 included
only the effects of the 935 spectrum wave numbers as independent variables. Model
2 included the effects of herd-season, calving number, days in lactation, milk
production at the time of sampling, in addition to the spectral information from the
previous model. The evaluation was carried out through a cross-validation with 10
repetitions, calculating the sensitivity, specificity and obtaining the AUC-ROC and
AUC-PR. The sensitivity and specificity for the first model were 0.99 and 0.39,
respectively; the AUC for the ROC was 0.65 and 0.82 for the PR. In the second
model, the results show an improvement when adding effects to the spectra, with a
sensitivity and specificity of 0.94 and 0.70, respectively; the AUC for the ROC was
0.77 and 0.86 for the corresponding RP; In conclusion, the exclusive use of spectra
showed limited usefulness for pregnancy diagnosis; Therefore, it is necessary to
continue with more detailed investigations in the models or to look for strategies that
allow us to improve the precision. In addition, it could be used as a tool to monitor

pregnancy and warn of possible fetal abortions.

Key words: Milk composition, spectra, pregnancy, verification.
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INTRODUCCION

En los sistemas de produccion lechera, la eficiencia reproductiva (ER) es un
elemento de suma importancia debido al alto impacto en la rentabilidad del hato,
puesto que la prefiez es un requisito indispensable para que una vaca inicie la
produccion de leche (Balhara et al., 2013, Mariscal et al., 2016). Existen varias
formas de evaluar la ER en las vacas de acuerdo a la informacién disponible en los
hatos. Algunos parametros reproductivos de importancia son: edad al primer parto,
intervalo parto - primer celo, intervalo parto - primer servicio, numero de servicios
por concepcion, dias abiertos e intervalo entre partos (Mariscal et al., 2016;
Wondossen et al., 2018).

De manera mas puntual, un estudio realizado por De Vries (2006) sobre el impacto
econdmico de los dias abiertos, menciona que el costo promedio por dia abierto por
vaca por afo vario de $3.19 a $5.41 USD cuando el promedio de dias abiertos
aumenté de 112 a 166. Aunque los mismos autores mencionan que estos costos
son muy variables por depender de la disponibilidad de vaquillas de reemplazo, del
numero promedio de lactaciéon del hato, del nivel de produccion de leche e intervalo
entre parto, asi como de la magnitud de los dias abiertos, ya que en este periodo
los animales tienen mas problemas de salud y un mayor riesgo de desecho
(Groenendaal et al., 2004; Pinedo y De Vries, 2010), los altos costos calculados
justifican la adopcién y generacion de estrategias para disminuir los dias abiertos y

la tasa de desecho de hembras no prefiadas.

En los ultimos afnos, el interés por las herramientas que miden o predicen de manera
rutinaria y precisa las caracteristicas productivas de los animales, esta creciendo
rapidamente (De Marchi et al., 2014; Crowe et al., 2018). Como ejemplo, el uso de
la espectroscopia de infrarrojo medio por Transformadas de Fourier (FT-MIR, siglas
en inglés) ha aumentado en popularidad en la ultima década, y ha sido ampliamente
usada para predecir la composicidon de la leche y otros rasgos novedosos que son
dificiles o caros de medir directamente. Estudios citados por De Marchi et al. (2014),

han mencionado el potencial en el uso de los espectros resultantes del analisis de



la leche a través de FT-MIR como herramienta de medicion de otras caracteristicas
de la leche, como son: composicion de los acidos grasos, composicion proteica,
composicion mineral, acidez y cuerpos cetonicos, entre otros. A su vez, otros
estudios han utilizado la composicion de la leche para predecir el estado fisioldgico
de las vacas de forma indirecta, tales como el estado energético corporal
(McParland et al.,, 2015), eficiencia alimenticia (McParland and Berry, 2016),
laminitis (Mineur et al., 2017), emisiones de metano (Vanlierde et al., 2013) y la
gestacion (Lainé et al., 2013, 2017; Toledo et al., 2018a, 2018b).

Todos estos estudios se basan en que cambios en el perfil bioquimico de la leche
que pueden ser usados como indicadores del estado fisiolégico de las vacas (Bastin
et al., 2016). Es asi como variaciones en la composicion de la leche provocadas por
el estado reproductivo de la vaca se han detectado en algunas regiones del espectro
mediante el uso de FT-MIR (Toledo et al., 2018a, 2018Db).

Lo anterior, abre la posibilidad de que los analisis de muestras de leche procesadas
dentro del control de produccion lechero sean utilizados para confirmar o respaldar
los diagndsticos tempranos de prefiez y asi permitir que los productores cuenten
con una herramienta de manejo reproductivo de las vacas que haga posible la
reduccion de los dias abiertos, mismo que se vera reflejado como una mejora en la
rentabilidad del hato.



REVISION DE LITERATURA

Importancia de la produccion de leche de bovino en México

En México, el sector lechero es considerado la tercera actividad mas importante
dentro de la rama de la industria de alimentos. Lo anterior, debido a que contribuye
con aproximadamente el 9.5% del Producto Interno Bruto Agroindustrial (SE, 2012;
FIRA, 2019). En el 2019, la produccion fue de 12, 275, 865 miles de litros de leche
fluida, los cuales equivalen cerca de $80.77 mil millones de pesos, mismos que
corresponde al 17.6% del valor total de la produccién pecuaria (SIAP, 2018, 2019).
El incremento en la produccion de leche en relacion al afio 2018 fue del 2.0% y para
el ano 2019 el incremento fue del 2.3%, sin embargo, a pesar del crecimiento
gradual en la produccion, la oferta nacional no ha sido capaz de responder a la
creciente demanda de la leche y sus derivados, cubriendo estas necesidades con
importaciones que van de 20 a 30% de la produccién nacional en los ultimos afios,
situacion que ha llevado a nuestro pais a ocupar el 5° lugar en importacion de leche
fluida y el 1°en la importacion de leche polvo con 3.5 y 11.2% del total de las

importaciones globales, respectivamente (Robledo, 2018; SIAP, 2018).

Los sistemas de produccion de leche de bovino en México son heterogéneos desde
el punto de vista tecnolégico, agroecoldgico y socioeconémico (FINRURAL, 2009;
Robledo, 2018). El nivel de produccion en los bovinos lecheros tiene estrecha
relacion con diversos factores, entre los que destacan la raza, la alimentacién, las
condiciones ambientales, las instalaciones, y en general, con la ubicacion

geografica en la cual se desarrolla el sistema de produccién (Loera y Banda, 2017).

Se pueden diferenciar tres sistemas con relacién a lo anterior: 1) Intensivo, que
comprende algunas principales regiones: la Comarca Lagunera (ésta esta en
Durango y Coahuila), Bajio (Guanajuato, Michoacan, Querétaro y parte de Jalisco),
Chihuahua, Puebla-Tlaxcala y México-Hidalgo (Amendola, 2002); 2) Familiar, todo

el Altiplano Central (Altos de Jalisco son los mas representativos de este sistema)



y, 3) Doble propdsito, presente en las regiones tropicales (Nufez et al., 2009;
Camacho et al., 2017).

Sistemas de produccién lechera en México

Intensivo. Se localiza principalmente en las grandes cuencas lecheras del altiplano
y en el norte del pais, en donde el clima va desde templado subhumedo y humedo
hasta semiarido y arido (Amendola, 2002). Los hatos se caracterizan por tener entre
100 a 3000 cabezas (entre 300 y 400 comunmente) de ganado Holstein que alojan
en espacios reducidos (Amendola, 2002; Rojo et al., 2009). La alimentacién se basa
en concentrados y forrajes cortados a través de dietas integrales. Por lo cual, se
emplean extensas areas para la produccion de alimento animal (forraje y granos)
principalmente alfalfa (Medicago sativa), granos tales como maiz (Zea mays) y
sorgo (Sorghum bicolor) y subproductos, los cuales son cortados, cosechados y
ofrecidos a los animales en comederos. Las instalaciones y el equipo son
especializados, como ordefiadoras mecanicas, tanques enfriadores de leche. La
produccién de leche es alrededor de 8000 Kg/vaca/afo, este sistema contribuye
aproximadamente con el 51% de la produccion nacional, y su canal de
comercializacion son principalmente empresas pasteurizadoras (Nufiez et al.,
2009).

Familiar. Se localiza principalmente en las regiones semiaridas y templadas. Entre
sus caracteristicas destaca que aprovechan los recursos de las familias rurales
como mano de obra y residuos de las cosechas de sus parcelas agricolas, asi como
el pastoreo de tierras de agostadero. El ganado es principalmente de la raza
Holstein mantenido en semiestabulacion y el tamafo de hato varia entre 3 a 30
animales (Amendola, 2002; Rojo et al., 2009). EI método reproductivo mas utilizado
es la monta directa, aunque ocasionalmente algunos productores recurren a la en
la inseminacion artificial. La alimentacion puede contemplar cultivos forrajeros de
temporal, como son maiz (Zea mays), avena (Avena sativa), trigo (Triticum
aestivum), entre otros, y esporadicamente ensilados de cultivos forrajeros, la

suplementacién con concentrados es poco utilizada (Vera et al., 2009). La ordena



puede ser manual o mecanica. La producciéon de leche es de alrededor de 3000
Kg/vaca/afio. Este sistema aporta aproximadamente el 30% de la produccién de
leche nacional, la cual regularmente se destina para el autoconsumo familiar o a

intermediarios. (Nufiez et al., 2009; Guarneros et al., 2012).

Doble propdsito. Se localiza principalmente en las areas tropicales ubicadas en las
costas del Golfo y el Pacifico, el objetivo de este sistema es producir
simultdneamente leche y becerros destetados (Amendola, 2002; Roman et al.,
2009). Entre sus caracteristicas destacan el tamafio pequefio o0 mediano de las
explotaciones, los cuales van de 30 a 40 animales (Rojo et al., 2009; Arriaga et al.,
2013). El pastoreo se realiza en praderas de gramineas tropicales nativas o
introducidas con ganado de cruzas de Cebu con Pardo Suizo o Holstein. El nivel de
tecnologia es bajo, lo cual se ve reflejado con el limitado o nulo uso de suplementos,
el uso como método reproductivo es la monta directa y por ende baja
implementacion de la inseminacién artificial. La produccion de leche es alrededor
de 700 Kg/vaca/aino, aportando aproximadamente el 19% de la produccién nacional.
La leche producida se comercializa, directamente con el consumidor o a
intermediarios; misma que representa alrededor del 50% de los ingresos totales de
la unidad de produccién (Nufez et al., 2009; Roman et al., 2009). Sin embargo, esta
proporcion de ingresos puede variar debido a las fluctuaciones en el precio de la
leche; mismo que permite al productor a modificar la proporcién de vacas en ordefio

conforme a las condiciones del mercado (Amendola, 2002).

La productividad, competitividad y sustentabilidad en la produccién de leche
dependen del sistema de produccion. Como se menciona anteriormente, las
diferencias entre estos sistemas son muy evidentes, sin embargo, comparten
algunos problemas entre ellos, entre los que se destaca la baja ER. En el caso del
Sistema Intensivo, el problema se asocia a altos niveles de produccién, estrés
caldrico y enfermedades infecciosas, mientras que, tanto en el Sistema Familiar

como en el Doble Propdsito, la baja ER se atribuye principalmente a la limitada



disponibilidad y baja calidad del alimento que no cubre los requerimientos

nutricionales de los animales (Nufiez et al., 2009; Roman et al., 2009).
Eficiencia reproductiva del ganado lechero

La ER es un indicador del logro biolégico integro de toda la actividad reproductiva,
misma que representa el efecto de todos los factores involucrados tales como: el
celo, la ovulacion, la concepcion, la sobrevivencia embrionaria, la gestacion y el
parto (Cavestany, 2005). La ER del hato es uno de los aspectos mas importantes
de la produccién de ganado lechero, ya que tiene un alto impacto en los costos de

produccién (Mariscal et al., 2016).

Algunos parametros que permiten determinar la ER son la edad al parto, los dias al
primer servicio, los dias abiertos, el intervalo entre partos, el numero de servicios
por concepcion, la tasa de concepcidn, la tasa de deteccidn de estros y la tasa de
prefez (De Vries, 2006; Wondossen et al., 2018). Estos indicadores dependen de
la tasa de presentacion de estros y el porcentaje de servicios por concepcion,
mismos que como consecuencia afectan la tasa de desecho (Lane et al., 2013). De
la misma manera la presentacion de estros se relaciona con el intervalo entre partos
y la concepcion (Crowe et al.,, 2018). Sin embargo, la presentacion de estros
comunmente se ve limitada por una baja deteccion, misma que puede variar entre
50 y 92% en los hatos. Esta deteccion de estros es utilizada en primera instancia
como un indicador del estado reproductivo en vacas que regresan a ciclar de 18 a
32 dias después de la inseminacién, siendo una forma facil y de bajo costo para

identificar a las vacas que no gestaron después del servicio (Hernandez, 2009).

Un diagndstico temprano y preciso de la prefiez es un criterio deseable para un
adecuado manejo reproductivo en las vacas. El diagnodstico temprano de la prefiez
es crucial para acortar el intervalo entre partos, mismo que hace posible identificar
a las vacas no gestantes con el objetivo de implementar en forma temprana las
alternativas en el manejo reproductivo para lograr la gestacion (Purohit, 2010;

Commun et al.,, 2016). En la actualidad, ningun método directo o indirecto de



diagnostico de gestacion califica como el método ideal en bovinos, debido a las
limitaciones que presenta cada uno de ellos, agravando aun mas el problema de la
ER (Balhara et al., 2013).

Métodos de diagndstico de gestacidn
Métodos Directos

Por definicion, los métodos directos para el diagndstico temprano de gestacion
implican el manejo de los tejidos y/o fluidos asociados al producto embrionario, ya

sea manual o mediante instrumentacion electronica (Fricke et al., 2016).

Palpacion transrectal. Es el método directo mas antiguo y utilizado para el
diagndstico temprano de gestacién en vacas lecheras (Fricke et al., 2016). Aunque
tradicionalmente se realiza entre los 40 y 60 dias posteriores al ultimo servicio. En
algunos casos este método puede ser aplicado con alta precision por personas
altamente capacitadas a partir del dia 30 posterior a la inseminacion artificial; en
esta etapa de la gestacién es posible identificar la vesicula amniética o el
deslizamiento de la membrana corioalantoidea o ambas (Hernandez, 2009; Pohler
et al., 2016). Sin embargo, utilizar este método en etapas tempranas de gestacion
ha causado controversia debido al incremento en la mortalidad embrionaria
iatrogénica inducida, por lo que técnicos y productores deben estar conscientes de

los posibles efectos negativos asociados con este método (Pohler et al., 2016).

Ultrasonografia. Es una técnica minimamente invasiva, precisa y eficiente para el
diagnostico temprano de gestacion en donde los latidos cardiacos fetales se
detectan facilmente después del dia 25 gestacion, y se puede identificar la vesicula
amnidtica. De la misma manera, el ultrasonido permite realizar examenes
morfoldgicos uterinos, mediciones de embriones (longitud de la grupa de la corona),
conocer la etapa de la gestacion, el sexo fetal y la funcién ovarica (Hernandez, 2009;
Purohit, 2010; Pohler et al., 2016). La ecografia transrectal requiere instrumentos

especificos que, aunque los precios han descendido siguen siendo costosos, y su



correcta operacion debe de ser llevada a cabo por técnicos capacitados (Commun
et al., 2016).

Este método de diagndstico presenta una sensibilidad del 97.7% y una especificidad
del 87.7%, cuando se realiza entre el dia 26 y 33 después de la inseminacion
(Balhara et al., 2013). La precision de la ultrasonografia es limitada antes de estos
dias; asi mismo depende de la experiencia del técnico y la definicion de criterios
claros para diferencias entre los diagndsticos positivos y negativos, lo anterior es de

gran importancia para obtener resultados exitosos (Pohler et al., 2016).

Métodos Indirectos

Los métodos indirectos para el diagndstico de gestacion se basan en medidas
cualitativas o cuantitativas de hormonas o sustancias especificas del embrion o feto
presentes en los fluidos corporales maternos, lo anterior como indicadores

indirectos de la presencia de una gestacion viable (Crowe et al., 2018).

Progesterona (P4). Es el progestageno biolégicamente mas activo en el ganado
bovino, mismo que es producido y secretado por el cuerpo Iuteo durante el ciclo
estral y la placenta durante la gestacién (Fricke et al., 2016). La cuantificacién de la
progesterona se lleva a cabo en sangre o leche utilizando métodos de
radioinmunoensayo (RIA) o de ensayo de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA) en
un laboratorio (Pohler et al., 2016). Desafortunadamente, el muestreo secuencial de
sangre o leche para la determinacion de progesterona no es practico en establos
lecheros comerciales, aunado a sus costos no lo hacen una practica rentable para

su implementacion rutinaria (Fricke et al., 2016).

Sulfato de estrona (SE1). SE1 es un producto esteroide conjugado de estrona (E1),
presente en los placentomas bovinos y es la principal E1 presente en los fluidos
fetales (alantoideo y amniético). Ademas, puede estar en cantidades medibles
detectables en el plasma periférico materno de vacas a partir del dia 52 hasta el fin
de la gestacion (Balhara et al., 2013). Sin embargo, los niveles de SE1 en fluidos

corporales maternos, tales como leche y plasma sanguineo el nivel de SE+ se puede



utilizar como criterio para confirmar la gestacion después de 110 dias de
inseminacion artificial (Purohit, 2010). No obstante, el SE1 no es un biomarcador
ideal de la gestacion, ya que los perfiles tanto en plasma como en leche estan
influenciados por muchos otros factores, como son la composicidén genética, el peso,

numero de partos, el medio ambiente, entre otros (Balhara et al., 2013).

Glicoproteinas asociadas a la gestaciéon (PAG, siglas en inglés). Son productos
secretores de las células trofoblasticas mono y binucleadas en los placentomas
bovinos (Balhara et al., 2013). Se han aislado a partir de extractos de membrana
fetal bovina dos proteinas especificas de la gestaciéon (PSP) Ay B. La PSP-A se
identific6 como una a-fetoproteina y se descubri6é que la PSP-B era especifica de la
placenta (Purohit, 2010). La medicién de PAG es un método viable para determinar
el estado de gestacidn en vacas lecheras, ya que persiste desde el primer dia de
gestacion hasta el parto (Commun et al.,, 2016). Sin embargo, la precision de la
deteccion de PAG solo es buena después de los dias 32 a 40 (Crowe et al. 2018).
Asi mismo, debido a la posible muerte embrionaria, todas las vacas prefiadas deben
volver a analizarse 74 dias después de la inseminaciéon o mas tarde, cuando los
niveles de PAG en plasma y leche en vacas gestantes hayan retornado desde su
punto mas bajo. Incluso, esta inspeccion deberia ser aplicada en aquellos métodos

realizados tempranamente.

Futuras tecnologias para el diagndéstico de gestacion

Un enfoque novedoso para el diagndstico temprano de gestacién en las vacas
lecheras seria monitorear una sustancia u hormona especifica de la gestacion,
secretada en la leche en cantidades suficientes, para ser detectadas por algun tipo
de sensor instalado en los equipos de ordefo. Similar a los sensores instalados en
los equipos automatizados de ordefio que permiten medir el flujo de leche por cuarto
aprobados por el ICAR (2018).

Fricke et al. (2016) mencionan que una prueba de prefez temprana ideal para vacas

lecheras cumpliria los siguientes criterios:



e Alta sensibilidad (es decir, identificar correctamente vacas gestantes)

e Alta especificidad (es decir, identificar correctamente vacas no gestantes)

e Economico

e Facil de realizar en condiciones de campo

e Capacidad para determinar el estado reproductivo en el momento en que se

realiza la prueba

Un atributo final de una prueba ideal de prefiez temprana seria la capacidad de
determinar el estado reproductivo sin la necesidad de manipular a la vaca para
realizar la prueba. Los métodos descritos con anterioridad requieren de manejo
individual de las vacas para realizar el diagnéstico, por lo que se espera que los
desarrollos tecnolégicos futuros cumplan con los criteriosa antes mencionados para

el diagndstico temprano de la prefiez.

Espectroscopia de infrarrojo medio

La espectroscopia de infrarrojo medio por Transformadas de Fourier (FT-MIR, siglas
en inglés) es una herramienta de analisis quimico que proporciona informacién
sobre enlaces quimicos y, por lo tanto, grupos funcionales presentes en una
muestra, la informacidén generada se denomina espectro. A medida que la radiacién
infrarroja (IR) pasa a la muestra, se absorben en longitudes de onda especificas
debido a diversos movimientos vibratorios de los enlaces quimicos, como
estiramiento, contraccion y flexion, y los picos espectrales se derivan de la absorcién
de los cambios energéticos vibratorios en la region IR (Stuart, 2004; Burgula et al.,
2007; Mondragon, 2017). La mayoria de las aplicaciones analiticas se encuentran
en la region media, que se extiende de 500 a 4000 cm-"' (20 a 2.5 ym) (Derrik, 1999;
Stuart, 2004).

Esta nueva herramienta ha aumentado en popularidad en la ultima década, debido
a sus caracteristicas que proporcionan mejores resultados con respecto a los
metodos de analisis tradicionales. Aunado a que requieren poco o nulo

pretratamiento de las muestras, no es invasivo, el espectro es obtenido de forma
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rapida y automatica (Grelet et al.,, 2015; Karoui, 2017). Adicionalmente, los
espectros son de facil almacenamiento, y particularmente los datos contenidos
dentro el espectro son muy complejos dado que pueden reflejar tanto la estructura

fisica y molecular (Bittante y Cecchinato, 2013).

En la produccién de leche, de acuerdo a los procedimientos establecidos por el
manual del ICAR (2018), la espectroscopia FTIR, a nivel mundial es el método
rutinario para la determinacién de la grasa, lactosa, proteina y sélidos en la leche.
Mismo que funciona como parte de los sistemas de pago en algunos paises (De
Marchi et al., 2014; Bastin et al., 2016).

Por otra parte, mediante el uso de FT-MIR, se han desarrollado nuevas aplicaciones
utilizando el espectro completo de la muestra, demostrando que las predicciones
basadas en espectros directos son mucho mas globales, sensibles y precisas que
las basadas en componentes lacteos cuando se predicen a partir de FT-MIR (Grelet
et al., 2015). Estas nuevas aplicaciones presentan ademas la ventaja que las
muestras individuales de leche de vaca sujetas a analisis FT-MIR lo hacen como
parte del control lechero para determinar los principales componentes de la misma
(grasa y proteina principalmente) y, por lo tanto, el costo de la prediccién de estos

nuevos rasgos no es significativo (Visentin et al., 2015).

Determinacion de los componentes de la leche mediante FT-MIR

Los componentes de la leche se vinculan con bandas caracteristicas en los
espectros FT-MIR (Figura 2), debido a su composicidén quimica y enlaces quimicos
que absorben la luz en numeros de onda especificos. Debido a lo anterior se sabe
que la leche de vaca esta compuesta aproximadamente de 86 a 88% de agua, 3 a
6% de grasa, 3 a 4% de proteina, 4.5 a 5.2% de lactosa y 0.7% de minerales, que
regularmente determinan su calidad. En total tiene de 11 a 14% de sdlidos totales
(NunRez et al., 2009; Guetouache et al., 2014).
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Cuadro 1. Composicion de la leche entera de bovino

Componente Entera (%)
Agua 88.32
Proteina 3.22
Lactosa 4.52
Ceniza 0.69
Lipidos 3.25
Acidos grasos del total de lipidos (%)

Total, saturado 64.90
Total, mono insaturado 28.30
Total, poli insaturado 6.80

(Fuente: Jenkins y McGuire, 2006)

Agua. El agua es el nutriente requerido en la cantidad mas alta, es controlada por
la cantidad de lactosa sintetizada por las células secretoras de la glandula mamaria
(Guetouache et al., 2014). Su funcidn principal es la de dispersante y vehiculo, en
la cual los glébulos grasos y demas componentes de mayor tamafio se encuentran
emulsionados o suspendidos. Las sustancias proteicas se encuentran formando un
coloide, mientras que la lactosa y las sales se hallan en forma de solucién verdadera
(Agudelo y Bedoya, 2005; Gradinaru et al., 2015). En contraste con lo anterior, el
agua puede ser un problema para la técnica de FT-MIR, debido a que sus picos
amplios e intensos en el espectro pueden enmascarar a los solutos disueltos (Smith,
2011). Los picos asociados con la molécula del agua en el espectro se ubican en
dos areas: 3200-3600 cm™', relacionado con la una vibracion de estiramiento del
enlace O-H (pico mas intenso y ancho) y 1650 cm-!, relacionado con una vibracion
de estiramiento del enlace H-O-H (pico menos intenso), estas areas generalmente

son conocidas como areas de ruido (Smith, 2011; Mondragén, 2017).
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Figura 1. Ubicacion de las areas pertenecientes al agua (zonas con alta

variabilidad) en el espectro de la leche. (Fuente: Grelet et al., 2015).

Carbohidratos. La lactosa es el principal carbohidrato casi exclusivo de la leche y
otros azucares estan presentes en bajas cantidades como son la glucosa y
galactosa. Los carbohidratos son considerados como los segundos componentes
en importancia de la leche (Gradinaru et al., 2015). Su concentracion varia
ligeramente en la leche (4.5 a5.2 g/ 100 g); ya que, a diferencia de la concentracién
de grasa, la concentracion de la lactosa no se puede modificar mediante la
alimentacién (Guetouache et al., 2014). En las ondas de FT-MIR, la lactosa induce
una respuesta de alrededor de 1,045 cm™" con vibracion de estiramiento de C—-O de
las funciones de alcoholes, 1,076 cm™' con vibracion de estiramiento de C — O, C —
CyC-H,y1,157 y 1,250 cm™" con C — O — C éter estiramiento (Smith, 2011, Grelet
et al., 2015).

Lipidos. Incluyen acidos grasos de longitud de cadena y grado de saturacion
variables. Estos lipidos se derivan casi por igual de la absorcién de acidos grasos
preformados circulantes y de la sintesis de acidos grasos de novo en la glandula
mamaria (Bauman et al., 2006). La grasa en la leche se encuentra conformada

aproximadamente por 98% de triglicéridos, los cuales se sintetizan a partir de mas
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de 400 acidos grasos diferentes. El 2% restante de lipidos polares (fosfoglicéridos,
esfingolipidos y colesterol), y por pequefias cantidades de acidos grasos libres
(AGL), mono, di y triglicéridos (Lindmark, 2008; Angulo et al., 2009). En términos
generales, la grasa lactea esta compuesta aproximadamente por 70 % de acidos
grasos saturados, 26 % de acidos grasos monoinsaturados, y 4 % de acidos grasos
poliinsaturados. Cerca del 11 % de los acidos grasos saturados son de cadena
carbonada corta. Los tres acidos grasos mas abundantes en la fraccion lipidica de
la leche, son el palmitico C16:0, el miristico C14:0, y el estearico C18:0 (Angulo et
al., 2009; Garcia et al., 2014). Las cadenas grasas aparecen alrededor de 1,390 y
1,454 cm™ con flexion C-H de —CH3 y —CH2, y alrededor de 2,862 y 2,927 cm™’
con estiramiento C — H de -CH3 y —CH2. La grasa también aparece alrededor de
1,743 cm™" debido al estiramiento del éster C=0 (Smith, 2011, Grelet et al., 2015).

Proteina. La caseina es la proteina mas abundante, ademas de ser la mas
caracteristica de la leche por no encontrarse en otros alimentos, existen tres tipos
de caseinas (a, B y Kapa caseina). En la leche también se encuentran otras
proteinas como la alfa lacto-albumina y la beta lacto-globulina (Agudelo y Bedoya,
2005). La caseina tiene un alto valor bioldgico y, por lo tanto, es una buena fuente
de aminoacidos esenciales. Ademas, es un factor de gran importancia dentro de la
industrializacién lactea, ya que influye de manera directa sobre el rendimiento y la
aptitud tecnoldgica de la leche (Garcia et al., 2014). Las fracciones de nitrégeno de
la leche se pueden dividir en caseina, proteina sérica y Nitrogeno No Proteico
(NNP). La caseina comprende aproximadamente el 78% del nitrégeno en la leche,
proteina sérica el 17% y el NNP es aproximadamente el 5% (Jenkins y McGuire,
2006; Tripathi, 2014). Las proteinas aparecen alrededor de 1,550 cm™" con picos de
estiramiento C—N y N-N. (Smith, 2011, Grelet et al., 2015).
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Figura 2 . Espectro de leche entera sin areas de agua y con ondas especificas

para lactosa, proteinas y lipidos. (Fuente: Grelet et al., 2015).

Vitaminas y Minerales. La leche contiene vitaminas como la A, D, E, K, B1, B2, B6,
B12, C, carotenos, nicotinamida, biotina y acido félico. Su concentracion esta sujeta
a variaciones debido a la época del afno y a la alimentacion. Los minerales,
desempeian un papel importante en la organizacion estructural de las micelas de
caseina. La leche de vaca contiene minerales tales como el sodio, potasio,
magnesio, calcio, manganeso, hierro, cobalto, cobre, fésforo, fluoruros y yoduros.
Ademas, se reconoce la presencia de otros minerales en cantidades vestigiales,
como el aluminio, molibdeno y plata (Agudelo y Bedoya, 2005; Guetouache et al.,
2014).

Factores que afectan la composicion de la leche

Existe una amplia variedad de factores que pueden afectar la produccién y

composicion de la leche en el ganado lechero. Estos factores pueden dividirse en
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enddégenos, tales como: raza y potencial genético, etapa de lactacion, nivel
hormonal o sexo del feto. En cuanto a los factores exdgenos, éstos se relacionan
con el medio ambiente. Por ejemplo: estacion del afo, factores climaticos, manejo
nutricional, aspectos de manejo o de practicas de ordefio (Tripathi, 2014; Park,
2016; Barreiro et al., 2017).

Los factores exdgenos son los mas estudiados, especialmente las modificaciones
nutricionales de la dieta, porque ofrecen un medio para mejorar la produccion de
leche y realizar cambios rapidos en su composicion, sobre todo en la grasa, y
porque su impacto econémico es muy importante (Sutton, 1989; Samkova, et al.,
2012). Sin embargo, la relacion entre los componentes de la leche y factores como
la condicion fisiolégica del animal (salud, ciclo estral, prefiez, edad, entre otros) se
han estudiado poco (principalmente la prefiez) aunque es posible que pueda tener
un impacto significativo en la composiciéon de la leche bovina (Laine, et al., 2017;
Toledo et al., 2018b).

Efecto de la prefiez en la composicion de la leche

La prefiez puede tener un impacto importante en la composicion de la leche bovina,
dado que es un estado fisioldégico con una demanda elevada de energia y nutrientes
(Bauman y Bruce, 1980); El efecto de la prefiez en la produccién de leche, proteina
y grasa se ha visto reflejado en una disminucion al comienzo de la gestacién, asi
como una disminucién significativa en las etapas posteriores; particularmente a
partir de los meses 4 o 5 de gestacion, cuando una cantidad considerable de
nutrientes disponibles en la sangre de la vaca se destina al mantenimiento y
crecimiento del feto (Coulon et al., 1995; Olori et al., 1997; Bohmanova et al., 2009).
Ademas, se menciona que existe una involucion de la glandula mamaria relacionada
con la prefez atribuido a los cambios hormonales, lo cual se ve reflejado en una

disminucion de la produccion lactea (Akers, 2006).

En este sentido, Loker et al., (2009), observaron una disminucién en la produccién

de la leche a partir de los 120 dias de gestacion en vacas Ayrshire, Jersey, Pardo
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Suizo y Guernsey, similar a lo que mencionan Bohmanova et al., (2009) en vacas
de la raza Holstein. En cambio, Penasa et al., (2016) indicaron que la produccion de
leche de vacas no gestantes no difiri6 con respecto a las vacas gestantes en los
dias de gestacion antes mencionado. Bohmanova et al. (2008), detectaron que el
efecto negativo de la prefiez sobre la produccion de leche se hizo evidente al final
de la lactacién, con una disminucion en la produccién de leche (0.8 kg / vaca por
dia).

Similar a la produccion de leche, la disminucion en la produccidon de grasa fue
observable a partir de los 120 dias como lo mencionan Loker et al., (2009). Sin
embargo, Roche (2003) y Bohmanova et al., (2009) observaron una disminucion
significativa a partir de los 150 dias. Este efecto en la grasa de la leche puede
observarse en una disminucién aproximada de 0.06 Kg/vaca por dia, como lo
muestran Bohmanova et al., (2008); En relacion a la proteina de la leche, el posible
efecto de la prefiez fue mas variable respecto a los dias de gestacién, en donde se
observaron a partir del dia 60 como lo menciona Loker et al., (2009), 120 dias
observado por Bohmanova et al., (2009) y 168 dias por Roche (2003), con una
disminucién en la produccién de proteina de 0.04 kg / vaca por dia estimada por
Bohmanova et al. (2008).

Los estudios mencionados anteriormente, han indicado un incremento significativo
en el contenido de grasa, proteina y solidos totales de la leche en vacas gestantes

en la etapa final de la gestacion, en relacion a vacas no gestantes.
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JUSTIFICACION

Algunos ganaderos del sistema intensivo han optado por realizar la determinacion
de los componentes de la leche de manera sistematica e individual, principalmente
para evaluar las dietas formuladas en los establos, asi como también establecer
grupos de vacas con diferentes niveles de produccion y seleccionar animales para
el mejoramiento genético del hato. La determinacion de los componentes de la leche
se realiza mediante un espectrofotometro de infrarrojo medio por transformadas de
Fourier, lo que genera informacion espectral que hace posible cuantificar los
componentes de la leche, tales como grasa, proteina, lactosa, entre otros. Estudios
recientes demuestran que esta informacion tiene el potencial de predecir otras
caracteristicas, las cuales agregarian valor al proceso de determinacion de
componentes de leche, dado que la prediccion de nuevas caracteristicas no
representaria un costo adicional para el productor. Tal es el caso de la confirmacion
de la gestacion en vacas, en donde los métodos de rutina requieren de un manejo
adicional de los animales, aunado a esto, dichos métodos son costosos y tienen una
eficiencia cuestionable. Derivado de lo anterior, el uso de la informacion espectral
puede ser util para monitorear el estado reproductivo de las vacas, con la finalidad
de asistir a los ganaderos en la toma de decisiones en el manejo reproductivo. Esto,
ya ha sido realizado en otros paises en donde se han tenido resultados favorables
relacionando los componentes de la leche con el ciclo estral y gestacion de las
vacas. Sin embargo, la utilizacion de la informacion espectral para monitorear el

estado reproductivo no es claro y requiere ser ajustada para cada poblacion.
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HIPOTESIS

Los espectros infrarrojos generados a partir de los analisis de los componentes de
la leche dentro de los programas de control de produccion aportan informacion para

monitorear la gestacion en las vacas.
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OBJETIVOS

General

Evaluar la utilidad de espectros de infrarrojo medio en la identificacién de la prefiez

en vacas productoras de leche.

Especificos

e Identificar los factores que podrian afectar la relacion de la informacion
espectral y el estado reproductivo de la vaca.
e Evaluar la factibilidad de monitorear la prefiez a través de los espectros de

infrarrojo medio provenientes de muestras de leche en ganado Holstein.
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MATERIAL Y METODOS

La informacion para la realizacion del presente estudio fue proporcionada por la
Asociacion Holstein de México, A.C. (AHM). A partir de esta informacién, se
seleccionaron registros productivos y reproductivos de ocho hatos, que cuando
menos tuvieran seis registros anuales (espectros) de analisis de componentes de la

leche por afo calendario entre 2010 y 2017.

Edicién de los datos

La informacion obtenida de los animales con el propésito de identificarlos
correctamente en las diferentes bases de datos y asi crear una base de datos unica

fue: Identificacion, establo y fecha de nacimiento.

Informacion productiva. Consisti6 de numero de lactacion, fecha de toma de
muestra, dias en lactacién a la fecha de muestreo, producciéon de leche al momento

de la toma de muestra y fecha de analisis de la muestra de leche.

Se elimind la informacién de aquellos animales que no contaran con identificacion
unica en el hato o donde ésta fuera erronea y se descarté informacion de animales
cuyos padres 0 madres no pertenecieran a la raza Holstein, con el objetivo de contar

unicamente con informacion de animales de esta raza para los analisis.

Informacioén reproductiva. Consistié en la fecha de parto, fecha de ultimo servicio,
dias abiertos, diagndstico de gestacion e intervalo entre partos (IP). En esta base
de datos se requirié que las vacas tuvieran informacion como minimo de dos partos
consecutivos, con la finalidad de poder asignar la fecha de concepcion (que fue
posteriormente avalada con informacion de servicios y confirmaciones de gestacion)
e identificar fehacientemente el estado reproductivo al que correspondieron los

espectros disponibles.

Se eliminé informacién de animales donde no se pudo calcular el IP. La informacion
de animales con intervalos entre partos superiores a 718 dias (la media mas tres

desviaciones estandar) fueron eliminadas, con el propésito de eliminar la mayor
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proporcion de informacidén que pudiera ser erronea. Adicionalmente, se descartd la
informacion de los animales con informacién reproductiva inconsistente (p. ej. dias

abiertos iguales a cero, o iguales o mayores al intervalo entre partos).

La fecha probable de concepcion para cada vaca se determind substrayendo de la
fecha de siguiente parto el periodo normal de gestacion en bovinos lecheros (282
d) y contrastando esta fecha con el ultimo servicio registrado. Si esta ultima fecha
indicaba un periodo de gestacién menor a 317 dias, se consideraba la fecha de

ultimo servicio como fecha probable de gestacion.

Informacién del espectro de la leche. Las muestras de leche fueron procesadas por
un espectrofotometro (Combiscope FTIR 400 Delta) en el Laboratorio de Calidad de
Leche de la AHM, de la cual se obtuvo la informacién espectral antes y después de
la fecha probable de gestacion. El espectro comprende de las absorbancias
obtenidas en la regién media del infrarrojo con 935 lecturas en longitudes de onda

entre 4000 y 397 cm™' o correspondientes a 2 um a 25 um.

La edicion realizada a base de datos de los espectros consistido en un analisis de
componentes principales sobre los espectros junto con el calculo de las distancias
de Mahalanobis como lo explican Toledo et al., (2018a). Las muestras con un nivel
de probabilidad < 0.01 fueron consideradas como valores extremos y fueron

eliminadas de la base de datos.

Se definid como espectros pertenecientes a vacas gestantes a aquellos que se
obtuvieron en fecha posterior a la fecha de concepcién y espectros pertenecientes

a vacas no gestantes a los obtenidos antes de la misma fecha.

Para evaluar el posible efecto ambiental relacionado con la época del afio, se
crearon dos grupos con base en la fecha del muestreo. El primer grupo consistié en

fechas de analisis de junio a noviembre y el segundo de diciembre a mayo.

Finalmente, la base de datos final se constituyé de 77,389 espectros

correspondientes a 11,989 vacas, de los cuales 56,001 espectros correspondieron
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a vacas gestantes y 21,388 a vacas no gestantes. La edicidn y preparacion de la

base de datos se realizaron en el software R (R Core Team, 2018).

Andlisis de lainformaciéon

Para el analisis del estado reproductivo, vacas gestantes y vacas no gestantes (1 o
0, respectivamente) se evaluaron dos modelos lineales generalizados con una
funcién enlace probit. Con el objeto de evaluar la posibilidad de predecir el estado
reproductivo de la vaca a partir de la informacion contenida en los espectros, se
ajusté un modelo (Modelo 1) que incluyé unicamente los efectos de las 935
longitudes de onda del espectro como variables independientes. Adicionalmente,
para evaluar el posible efecto de hato-estacién, numero parto, dias en lactacion,
produccion de leche al momento del muestreo sobre la eficiencia del modelo
anterior, se ajustdé otro modelo (Modelo 2) que incluyé a los efectos antes

mencionados en adicién a la informacion de los espectros.

Ambos modelos fueron ajustados utilizando la misma ecuacion:
Pry; =1|x;) = Bo + Z?:l Bjxij + &

Donde:

Pr (y; = 1| x;;) = Es la probabilidad de que una vaca i esté gestante dado el
conjunto de variables X;

Bo= Es el intercepto

x;j= Son las variables independientes a utilizar (Depende del modelo)

Bj-1.,»= Son los coeficientes de regresion de los efectos de las variables
independientes

g; = Es el término del error ~ NID (0,1)

Ambos modelos fueron implementados utilizando la paqueteria BGLR de R (Pérez

y De los Campos, 2014).
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Se realizé una validacién cruzada con diez repeticiones en ambos modelos, la cual
consiste en evaluar el rendimiento de un modelo con parametros que se derivaron
del conjunto de entrenamiento (Lever et al.,, 2016b). A partir de los resultados
predichos se construyd una matriz de confusion (Cuadro 2) para cada uno de los
modelos, la matriz estuvo compuesta por los positivos verdaderos (PV), falsos
positivos (FP), falsos negativos (FN) y negativos verdaderos (NV), mismos que

sirven para calcular las siguientes métricas:

Cuadro 2. Matriz de confusion para el calculo de la sensibilidad, especificidad,

exactitud y precision (Fuente: Lever et al., 2016a).

Predicho
+ -
FN
+ PV .
Error tipo |l
Actual
- FP
NV
Error tipo |

Sensibilidad. Es la proporcion de positivos que el modelo predice correctamente.
PV /(PV + FN).

Especificidad. Es la proporcion de negativos que el modelo predice correctamente.
NV /(NV + FP).

Exactitud. Es la proporcion de los resultados predichos (positivos y negativos) por

el modelo que son verdaderos. (PV + NV) / Total de observaciones.
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Precision. Es la proporcién de los predichos positivos que son verdaderos. PV / (PV
+ FP).

De igual forma, se realizdé el analisis de los resultados predichos mediante la
aplicacién de la curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC) y la curva de
recuperacion de precision (PR), que son representaciones graficas de un sistema
de clasificacion binaria, determinandose el area bajo la curva (AUC) de ambas
graficas utilizando el paquete PRROC (Grau et al., 2015) en el programa

computacional R (R Core Team, 2018).
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RESULTADOS

Las estadisticas descriptivas de las variables dias abiertos, intervalo entre partos,
numero de lactacion, duracién de gestacion, dias en lactacién y produccion de leche
al momento del muestreo de las 11,989 vacas utilizadas en el estudio se muestran

en Cuadro 3.

Cuadro 3. Estadisticas descriptivas de variables productivas y reproductivas utiles

para el desarrollo del modelo.

Variable Minimo Media  Méximo DE
Dias abiertos 21 119.75 289.00 54.62
Intervalo entre partos (dias) 278 397.44 583.00 55.06
Numero de lactacion 1 1.97 9.00 1.17
Duracion de gestacion (dias) 248 277.69 316.00 6.21
Dias en lactacion 2 181.12 500.00 93.63
Produccion leche en el dia

del muestreo (Kg) 2 38.86 85.60 8.92

DE= Desviaciéon estandar

Las probabilidades predichas de las validaciones cruzadas en los Modelos 1y 2,
con respecto a la gestacion se presentan en las siguientes graficas. En la Figura 3,
se puede apreciar que, para el Modelo 1, el 50% de las probabilidades de
clasificacion de vacas no gestantes se encuentra entre el 0.40 y 0.72, mientras que
el 50% de las probabilidades de clasificacion de vacas gestantes se encuentra entre
0.77 y 0.90.
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Figura 3. Distribucién de las probabilidades obtenidas por el Modelo 1 en relacién a
la gestacion de las vacas, representado en un diagrama de caja y bigotes (0= No

gestante y 1= Gestante).

De igual modo, las probabilidades predichas mediante el Modelo 2, se muestran en
la Figura 4, donde se puede observar que el 50% de las probabilidades de
clasificacion de vacas no gestantes del Modelo 2, se encuentra entre el 0.04 y 0.60.
Mientras que el 50% de las probabilidades de clasificacién de las vacas gestantes

se encuentran entre 0.84 y 0.98.
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Modelo 2
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04

Estado Reproductivo

Figura 4. Distribucién de las probabilidades obtenidas por el Modelo 2 en relacién a
la gestacion de las vacas, representado en un diagrama de caja y bigotes (0= No

gestante y 1= Gestante).

También se realizé el conteo y clasificacion de los resultados obtenidos en las
validaciones cruzadas de cada uno de los modelos (Cuadro 4). La clasificacion se
obtuvo comparando la probabilidad predicha por los modelos con la clasificacién
observada de cada espectro perteneciente al estado reproductivo de la vaca con el
estado real. Se utilizé una probabilidad limite de clasificacion: las probabilidades de
gestacién predichas iguales o menores a 0.50 correspondieron a vacas no

gestantes y el resto a vacas gestantes.
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Cuadro 4. Conteo de los resultados predichos del Modelo 1 y del Modelo 2 del

estado reproductivo de las vacas gestantes y no gestantes.

Elementos relevantes Modelo 1 Modelo 2
Positivos verdaderos 55474 52876
Falsos positivos 12994 6352
Falsos negativos 527 3185
Negativos verdaderos 8394 15036

A partir de estos conteos se calcularon la sensibilidad, la especificidad, la exactitud
y la precisiéon. En el Modelo 1, la sensibilidad fue de 99% que corresponde al
porcentaje de vacas clasificadas como gestantes de forma correcta. La
especificidad fue de 39% correspondiente a vacas clasificadas como no gestante,
mientras la precision y la exactitud fueron de 81 y 82% respectivamente; la primera
indica el porcentaje de vacas gestantes predichas correctamente. La segunda
muestra el porcentaje de las predicciones que son reales tanto en vacas gestantes
como en vacas no gestantes. Con respecto al Modelo 1, los resultados del Modelo
2 mostraron una sensibilidad menor (94%), pero especificidad, precision y exactitud

mayores (70%, 89% y 87 %, respectivamente).

Dado que el estado reproductivo corresponde a una clasificacion binaria, el
rendimiento del clasificador fue evaluado mediante la curva ROC y el AUC-ROC
(Grau et al., 2015). Por lo tanto, se obtuvieron las AUC de ambos modelos, siendo
de 0.65 (Modelo 1) y 0.77 (Modelo 2) como se muestran en las Figuras 5y 6
respectivamente. Las AUC expresan la probabilidad de que el modelo pueda

distinguir entre espectros pertenecientes a vacas gestantes y no gestantes.
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Figura 5. Curvas ROC obtenidas utilizando 10 repeticiones en las validaciones

cruzadas del Modelo 1.
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Figura 6. Curvas ROC obtenidas utilizando 10 repeticiones en las validaciones

cruzadas del Modelo 2.
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El desbalance en la proporcion de espectros de vacas gestantes (56,001) con no
gestantes (21,388) puede causar que las curvas ROC sean deficientes y muestren
un bajo rendimiento del clasificador; en este sentido, AUC-PR es un indicador mas
adecuado para esta situacion (Grau et al., 2015). En este estudio el AUC-PR fue de
0.82 (Modelo 1) y 0.86 (Modelo 2).

PR curve

1.0

0.8

- \

0.6

- Mean AUC = 0.82

Precision

0.4

0.2

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Recall

Figura 7. Curvas PR obtenidas utilizando 10 repeticiones en las validaciones

cruzadas del Modelo 1.
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Figura 8. Curvas PR obtenidas utilizando 10 repeticiones en las validaciones

cruzadas del Modelo 2.

Finalmente, se graficaron los efectos con valores absolutos correspondientes a los
coeficientes de regresién de cada numero de onda, a través de sus promedios y
desviaciones estandar, obtenidos en las 10 repeticiones en las validaciones
cruzadas, estas ondas son los que conforman al espectro de la leche (Figura 9 y

10), correspondientes a los Modelos 1y 2, respectivamente.

Las ondas que muestran un efecto significativo son mencionadas en cinco regiones
caracterizadas y utilizadas por (Bittante y Cecchinato, 2013) del espectro FTIR, las
cuales son: Region 1 (5,000 a 3,673 cm™), Region 2 (3,669 a 3,052 cm™), Region 3
(3,048 a 1,701 cm™"), Region 4 (1,698 a 1,586 cm™) y Region 5 (1,582 a 930 cm™").
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Figura 9. Valores absolutos del promedio e intervalos de confianza de los

coeficientes de regresion de cada onda del espectro, obtenidos en el Modelo 1.

Coeficientes de regresion que muestran un efecto significativo en el espectro de la

leche con relacion al estado reproductivo de las vacas.

En el Modelo 1, la Region 1, 3 y 5 mostraron ondas importantes con 1, 9 y 25,
respectivamente. En la Region 1 fue el 3, 996 cm™'. En la Region 3 fueron, 2912,
2850, 2831, 2433, 1778, 1778, 1766, 1747,1739 y 1735 cm-'. En la Region 5 fueron,
1566, 1554, 1539, 1535, 1515, 1500, 1488, 1465, 1446, 1427, 1423, 1411, 1407,
1377, 1346, 1326, 1323, 1311, 1296, 1168, 1157, 1118, 1091, 1072 y 1064 cm™".
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Figura 10. Valores absolutos del promedio e intervalos de confianza de los

coeficientes de regresion de cada onda del espectro, obtenidos en el Modelo 2.

Para el Modelo 2, los efectos importantes, fueron obtenidos unicamente en las
Regiones 3y 5, con 9 y 20 ondas, respectivamente. En la Regién 3 fueron, 2916,
2866, 2846, 2831, 2206, 2059, 1747, 1731y 1728 cm™'. En la Regidn 5 fueron, 1550,
1539, 1535, 1500, 1488, 1473, 1446, 1427, 1423, 1419, 1404, 1396, 1323, 1319,
1261, 1172, 1157, 1153, 1076 y 1029 cm™".
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DISCUSION

En el presente estudio se determind, la utilidad del uso de la informacién espectral
a partir de muestras de leche, como una herramienta capaz de relacionarse con
caracteristicas productivas o reproductivas, tal es el caso para confirmar el estado
reproductivo de las vacas, que influye en gran medida sobre la productividad general
del hato.

Las estadisticas descriptivas de las variables estudiadas en la poblacién de las
vacas lecheras de la raza Holstein mostraron un promedio similar de 119+ 55 dias
abiertos y su correspondiente intervalo entre partos de 13+1.8 meses en promedio,
con respecto a las poblaciones de la raza Holstein estudiadas por Mariscal et al.,
(2016) y Montaldo et al., (2010). El promedio de la produccion diaria de leche
381+8.92 Kg y los dias en lactacion 181193, fueron ligeramente mayores a los
mostrados por Toledo et al. (2018a) y Ho et al., (2019), quienes realizaron estudios
de los espectros relacionados al estado reproductivo de las vacas de la raza

Holstein, Pardo Suizo, Simmental, Pardo Alpino y Jersey.

La prediccion del estado reproductivo mediante el uso exclusivo de la informacion
espectral, muestra dispersién considerable de las probabilidades en la clasificacion
de una vaca no gestante, con una probabilidad promedio de 0.58, indicando una
baja habilidad predictiva del modelo. En el caso de clasificacion de una vaca
gestante, el resultado fue mas consistente ya que la probabilidad promedio fue de
0.84 y la dispersion menor. Mientras que, Delhez et al., (2020) obtuvieron
probabilidades promedio en sus diferentes estrategias implementadas para la
clasificacion del estado reproductivo, presentando un rango de 0.58 a 0.65, el cual

fue incrementando al categorizar la gestacion y esta fuera avanzada.

Por otra parte, la inclusién de efectos fijos a la informacion espectral mejoré el
promedio de probabilidad en ambas categorias, mostrando una probabilidad
promedio de 0.24 a pesar de tener una dispersidon mayor de las probabilidades en

la prediccion de vacas no gestantes, mientras la probabilidad promedio fue de 0.94
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para vacas gestantes. A pesar de ello, la inclusién de efectos sugeriria una

remodelacidon constante, haciendo menos eficiente el proceso.

Se construyd la matriz de confusién en la cual es posible observar las relaciones
entre las salidas del clasificador y las verdaderas, a través de las métricas mas
comunes. Para ello, el limite de clasificaciéon de las probabilidades del estado
reproductivo, fueron iguales o menores a 0.50, correspondientes a vacas no

gestantes y el resto a vacas gestantes.

Las métricas calculadas a través de las validaciones cruzadas, muestran resultados
alentadores para el uso de la informacién espectral. Se obtuvo un valor superior de
sensibilidad utilizando unicamente como predictor la informacion espectral (99%),
en comparacion a lo encontrado por Delhez et al., (2020), quienes tuvieron una
sensibilidad promedio de 60% en sus validaciones. Sin embargo, la especificidad
mostrada por ellos fue superior en 20 unidades porcentuales a la especificidad
obtenida en el presente trabajo (39%). Esto muestra que el modelo podria tener una

buena capacidad para predecir los espectros pertenecientes a vacas gestantes.

Ademas, al observar el comportamiento del modelo con la adicion de efectos fijos a
la informacion espectral, se encontraron valores deseables, mejorando la
especificidad hasta en 31% mas con respecto al Modelo 1. Estos resultados son
comparables a los encontrados por Laine et al., (2014) aunque con diferente
metodologia utilizando espectros residuales después de corregir varios efectos
asociados con las vacas no gestantes mediante un analisis discriminante en la
validacion, obteniendo una sensibilidad de 99.7% y una especificidad de 86.2. Sin
embargo, al utilizar ellos el espectro completo sin modificacion, los resultados no
fueron favorables, al grado de tener una tasa de error de clasificacion de 55.5%; Asi
mismo, se han observado sensibilidades y especificidades optimistas al categorizar
la gestacion, encontrando desde 57 a 76% y 58 al 78% respectivamente, los cuales
mejoran conforme la gestacién se encuentra en las ultimas etapas (Delhez et al.,
2020).
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Respecto a lo anterior, la sensibilidad y especificidad obtenidas a través de la matriz
de confusion para ambos modelos dependen de un umbral de clasificacion elegido
arbitrariamente. Por tanto, su representacién grafica en diferentes umbrales de
probabilidad se puede visualizar mediante curvas, que luego se pueden comparar
cuantitativamente por el area bajo la curva (AUC) (Keilwagen et al., 2014). La ROC
y su AUC, son ampliamente aceptadas como una medida general del rendimiento
del clasificado indicando que tan bien distingue el modelo en dos categorias (Grau
et al., 2015, Sing et al., 2005). La precisién diagnostica del modelo es buena si el
valor del AUC esta entre 0.70 y 0.80 (Simundi¢, 2009). De la misma manera,
considerar que los valores de AUC pueden verse afectados por la forma en que son
realizadas las validaciones cruzadas, lo que es probable que conduzca a resultados

demasiado optimistas (Delhez et al., 2020).

El Modelo 1 mostrd resultados comparables, con una diferencia de 0.05, al valor
obtenido por Toledo et al., (2018a) en el promedio de las AUC (0.60) de las
validaciones cruzadas, utilizando el espectro completo de muestras de leche de la
raza Holstein. Asi mismo, los resultados obtenidos fueron mas similares a los
mostrados en un estudio reciente utilizando una metodologia semejante realizada
por Delhez et al. (2020). Con relacién al AUC perteneciente al Modelo 2, éste fue
superior respecto al Modelo 1 alcanzando la clasificacion buena en relacién a la

precision diagnostica del modelo.

A pesar de su popularidad, la curva ROC tiene algunos inconvenientes, incluido el
desacoplamiento del sesgo de clase (Keilwagen et al., 2014); esto puede causar
que las curvas sean deficientes y muestren un bajo rendimiento del clasificador; en
este sentido, AUC-PR es un indicador mas adecuado para esta situacion (Lever et
al., 2016, Grau et al., 2015). En el presente estudio el desbalance en la proporcion
de espectros fue de vacas gestantes (56,001) con no gestantes (21,388), diferente
a la utilizada en otros estudios, en donde buscaron equilibrar sus proporciones en

sus clases (Delhez et al., 2020).
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El AUC-PR de ambos modelos en el presente estudio, fueron casi similares con una
diferencia de 0.04, mostrando una buena habilidad predictiva de las vacas que
realmente estan gestantes, ya que evaluan la fraccion de verdaderos positivos entre

las predicciones positivas (Davis y Goadrich, 2006).

Finalmente, el efecto relativo del estado reproductivo de las vacas sobre el espectro
MIR de la leche fue visualizado mediante los coeficientes de regresion, mostrandose
similitudes en ambos modelos ajustados. La regién que comprende entre los 930 a
1582 cm™ mostré un mayor nimero de coeficientes significativos, semejante a lo
mencionado por Laine et al., (2017), en donde obtuvieron el mayor efecto de la
gestacion. Se sabe que esta regidn (a veces denominado, region de huellas
dactilares) es muy importante en el analisis basado en FTIR porque contiene
informacién importante sobre la estructura quimica de la materia analizada (Bittante
y Cecchinato, 2013).

Por lo anterior, tanto los resultados obtenidos en este trabajo como en los ya
realizados (Laine et al., 2014, Laine et al., 2017, Toledo et al., 2018b, Delhez et al.,
2020), muestran resultados limitados para dictaminar el estado reproductivo de las
vacas, pero a la vez estos resultados son prometedores ya que abren la posibilidad
de seguir intentando relacionar la composicion detallada de la leche obtenida en el

espectro con la prefez.

Finalmente, la capacidad que muestra el uso FTIR como una herramienta de
predecir con precision el resultado del estado reproductivo de las vacas posterior a
una inseminacion (es decir, gestante o no gestante) permitiria a los productores
implementar estrategias para optimizar las decisiones en el manejo reproductivo
(Laine et al., 2017), mejorando la rentabilidad del hato a través de un mejor control
de los desechos, cantidad de reemplazos y venta de leche. Asi mismo, un beneficio
adicional al implementar esta herramienta podria ser una disminucion de los dias
abiertos o monitorear abortos que a veces son dificiles de observar (Delhez et al.,
2020).
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CONCLUSION

La informacion espectral obtenida del analisis de las muestras de leche tiene una
utilidad limitada para el diagndstico de gestacioén, por lo cual, es necesario continuar
con investigaciones mas detalladas en los modelos o buscar estrategias que nos
permitan mejorar la precisién. Sin embargo, la informacion espectral tiene el
potencial de monitorear la prefiez, ya que mostré una buena identificacion de las
vacas gestantes. Esto hace posible que los productores puedan implementar
estrategias en el manejo reproductivo a partir de informacion rutinariamente
colectada, economizando tiempo y dinero que seran reflejados en la rentabilidad del

hato.
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