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1. Resumen

Los productores de leche y derivados se enfrentan desde hace un siglo al reto de responder
a la demanda de la sociedad europea de disponer de garantias de una produccion con
bienestar animal. Durante los ultimos afios se han adoptado medidas para mejorar las
condiciones de los animales en las explotaciones y desarrollado sistemas de evaluacion
que permiten certificarlas, como el protocolo Welfare Quality®. Sin embargo, se
contindan buscando herramientas y determinaciones objetivas que garanticen el efecto
positivo de las modificaciones adoptadas sobre los animales. Entre los marcadores que se
utilizan para ello destacan las proteinas de fase aguda siendo la haptoglobina la méas
relevante en leche. Las muestras analizadas han presentado un veinticinco por ciento de
animales sanos con niveles indicativos de estrés o fase aguda en la leche indicando una
pérdida de bienestar en las explotaciones lecheras. Una de las estrategias para reducir esta
ratio, es la prevencion y la deteccion temprana. Dado que los lipidos son una fraccion de
gran importancia en este alimento, el estudio de su lipidoma mediante la espectrometria
de masas resulta de gran interés. En este estudio se han identificado dos especies lipidicas
que se presentan como potenciales biomarcadores del estado sanitario de las vacas
lecheras, permitiendo discriminar tanto la leche de animales enfermos como aquella con
una concentracion de haptoglobina indicativa de estrés o fase aguda. Adicionalmente,
mediante el estudio lipidomico de estas muestras se han podido determinar biomarcadores
lipidicos que permiten identificar el origen de la muestra en funcién del grado de libertad
del que disponen los animales en la granja. Este grado de libertad de los animales y su
capacidad de movimiento repercute directamente en el bienestar animal, postulandose asi
la lipiddmica como una potente herramienta en el apoyo de toma de decisiones para

prevencion y el control sanitario de las explotaciones ganaderas de produccion lactea.
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2. Abstract

For a century now, producers of milk and dairy products have been faced with the
challenge of responding to European society's demand for guaranteed animal welfare
production. In recent years, measures have been taken to improve animal conditions on
farms and evaluation systems have been developed to certify them, such as the Welfare
Quality® protocol. However, the search continues for tools and objective determinations
that assurance the positive effect of the adopted changes on the animals. Among the
markers used for this purpose, acute phase proteins stand out, being haptoglobin the most
relevant in milk. The samples analysed showed twenty-five percent of healthy animals
with levels indicating stress or acute phase in the milk showing a loss of welfare on the
dairy farms. One of the strategies to reduce this ratio is prevention and early detection.
Since lipids are a very important fraction in this feed, the study of their lipidome by mass
spectrometry results of uttermost interest. In this study we have been able to identify two
lipid species that are presented as potential biomarkers of health status in dairy cows.
These two lipids allow the discrimination of milk from sick animals and also of milk with
haptoglobin concentration levels that are indicative of stress or acute phase. In addition,
lipidomic characterization of these samples, has led to determination of lipid biomarkers
enable the identification of the origin of the sample according to the degree of freedom
the animals have on the farm. This degree of freedom of the animals and their ability to
move has a direct impact on animal welfare. Lipidomics is therefore a powerful tool for

supporting decision-making for the prevention and health control in dairy farms.
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3. Introduccion

3.1. La leche de vaca: situacion actual
La leche, segun su definicion legal establecida en el Reglamento (CE) n° 853/2004, es la
secrecién mamaria de animales de abasto sanos y que no presentan heridas o inflamacién
de la ubre, diferente del calostro y que, en el caso de encontrarse cruda, no ha superado
los 40 °C. El ganado bovino es el principal productor de leche para consumo humano, asi

como para la elaboracion de derivados en la Unién Europea (UE) y en Espafia.

La leche es un alimento béasico, completo y equilibrado que presenta un alto contenido de
nutrientes esenciales de manera proporcionada entre si y en relacion con su aporte
caldrico (Fernandez et al., 2015). El principal componente de la leche de vaca es el agua,
constituyendo un 87% de media del total. Ademas, presenta entre un 4y un 5% de lactosa,
un 3% de proteinas, entre un 3 y un 4% de grasa, un 0,8% de minerales y un 0,1% de
vitaminas (Pereira, 2014). La leche de vaca fresca constituye un elemento altamente
presente en la dieta espafiola cuyo consumo se mantiene estable a lo largo de los afios.
Sin embargo, al igual que en el resto de Europa, se esta produciendo una evolucién hacia
el consumo de productos procesados como la nata o la crema en primer lugar, seguidos
por el queso. Esa tendencia se espera sea sostenida durante la proxima década segln las
perspectivas agricolas de la FAO (de sus siglas en inglés Food and Agriculture
Organization) y la OCDE (Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémicos)
de 20109.

La produccién europea mantiene un crecimiento sostenido durante los Gltimos afios,
paralela a la produccion espafiola, a pesar de la variacién estacional. Simultaneamente a
este aumento productivo que ha sucedido durante los ultimos tres afios, se ha producido
un aumento del valor econémico pagado a los productores (Subdireccién General de
Producciones Ganaderas y Cinegéticas y Direccion General de Producciones y Mercados
Agrarios, 2020). Esta materia prima posteriormente es procesada tanto como para la
venta directa, ya que generalmente es tratada térmicamente para garantizar la seguridad
alimentaria, tanto como para ser utilizada como materia prima para productos lacteos

derivados o destinada a la venta de sus componentes por separado.

En Espafia, el grueso de la produccion lactea (39%) en enero de 2020 se destind a la
comercializacion de leche de consumo directo, mientras que en la UE el 38% de la leche

cruda producida en este mismo periodo se destind como materia prima para la elaboracién
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de queso (Subdireccion General de Producciones Ganaderas y Cinegéticas y Direccion

General de Producciones y Mercados Agrarios, 2020).

Estos cambios en las tendencias en los habitos de consumo y, por tanto, en la distribucion
productiva en la industria l&ctea, provocan que aumente el valor de ciertos componentes
implicados en este tipo de procesado. Uno de los més relevantes es la grasa lactea, dado
que la mayoria de productos lacteos sufre una disminucion del porcentaje de agua
respecto a la leche, cobrando mayor relevancia el extracto seco y mas concretamente, los
lipidos responsables del aroma y el sabor de estos productos, como el queso (Michalsky
et al., 2003).

3.2. Los lipidos en la leche

La grasa lactea estd compuesta por tres clases de sustancias asociadas: lipidos neutros,
mayoritariamente triglicéridos (98%); lipidos polares, principalmente fosfolipidos de
naturaleza compleja (1%); y sustancias insaponificables (< 1%) (Alais, 1985). La mayor
parte de la grasa lactea se encuentra en la leche en una distribucion de emulsion compleja
protegida por membranas, constituyendo estructuras conocida como glébulos grasos. Los
triglicéridos de alto punto de fusion, colesterol y ésteres de retinol conforman el ndcleo
de los glébulos grasos (Walstra et al., 2001). Las membranas de los globulos grasos estan
compuestas por lipidos, proteinas y minerales que permiten la emulsion de los
componentes apolares y protegen las grasas de la accion de lipasas y enzimas lipoliticas.
Se trata de una estructura con tres capas (ver Figura 1), entre las que se encuentran
infiltradas proteinas, fosfolipidos, esfingolipidos, glicoproteinas, lipidos neutros, enzimas
y otros componentes minoritarios.
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Figura 1. Modelo esquematico de la membrana de los glébulos grasos publicado por
Vanderghem et al. en 2010 inspirado en datos de estudios anteriores.
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La capa interna es una monocapa que tiene su origen en el reticulo endoplasmatico y
rodea las goticulas de lipidos desde su sintesis intracelular. En esta capa, las colas
hidrofobicas de los lipidos polares se encuentran orientadas hacia el ndcleo, entrando en
contacto con los triglicéridos. Las otras dos capas que componen la membrana del glébulo
conforman una bicapa cuyo origen es la membrana plasmatica apical de las células
secretoras del tejido mamario, en la que las cabezas hidrofilicas de los lipidos polares
quedan en contacto con la fase acuosa de la leche (Vanderghem et al., 2010).

La estabilidad de los glébulos grasos esta directamente implicada en la calidad de la leche
tanto organoléptica, nutricional como tecnoldgica y esta depende de la composicion y
estructura de la membrana (Vanderghem et al., 2010), debido a ello se presentan como
un objeto de estudio de gran relevancia y de gran interés para la industria. Los lipidos que
componen la membrana del glébulo graso, a pesar de tratarse de un porcentaje minoritario
del total, resultan de alto valor bioldgico y con potencial para causar efectos fisioldgicos
beneficiosos en la salud (Morin, Jiménez-Flores y Pouliot, 2007). Entre los lipidos
complejos y polares de la membrana se pueden encontrar componentes bioactivos con
una repercusion favorable en enfermedades degenerativas asociadas a la edad, como el
Alzheimer, y en el desarrollo de ciertos canceres, como los tumores en el colon o los
carcinomas. Todo ello se asocia a sus actividades neuroprotectora, anticancerigena y
antioxidante (Ahn, Ganesan y Kwak, 2011). Por ejemplo, los esfingolipidos, que
representan un importante porcentaje de los lipidos de la membrana, presentan efectos
bactericidas, concretamente, se ha observado un elevado efecto protector de ciertas
especies de esfingolipidos en la dieta frente a infecciones gastrointestinales por
Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes y Clostridium perfringens. También se les
atribuyen efectos anticolesterolémicos que podrian tener una influencia positiva en
sindromes metabolicos como la diabetes, o enfermedades cardiovasculares (Dewettinck
et al, 2008).

Las caracteristicas de estos lipidos que permiten la distribucion de la grasa en la leche son
de gran interés tecnoldgico. La composicion y el tamafio de los gldbulos grasos afecta al
posterior procesado de la leche en la industria alimentaria, afectando a la calidad del
producto final (Michalski et al., 2003). En los productos lacteos con base gelificada, como
el yogur o el queso, la interaccién entre los lipidos y las proteinas tiene lugar gracias a los
componentes de la membrana del glébulo graso. Dada la complejidad de este tipo de

moléculas es posible la formacion de diferentes tipos de estructuras que se encuentran en
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la gran mayoria de los productos lacteos derivados, y cobrando una mayor relevancia en
los geles &cidos y los quesos madurados. Los fosfolipidos de la membrana presentan
propiedades emulsionantes y espumantes con un valor relevante para la industria
alimentaria en el desarrollo de nuevos ingredientes (Dewettinck et al., 2008). Una de las
aplicaciones que podrian desarrollarse a partir de la investigacion en estos componentes,
es la utilizacion de estos para la formacion de micelas que permitan transportar nutrientes
liposolubles, cuya carencia en la dieta 0 malabsorcion como consecuencia de una baja
biodisponibilidad puedan producir problemas de salud. Algunos de ellos son los a-
tocoferoles, los carotenoides o la vitamina Ds. En el caso de esta Ultima se ha propuesto
una mejora de la biodisonibilidad gracias a la interaccion con las membranas de las

micelas (Bezelgues et al., 2009).

3.3. Variabilidad en la composicion
La composicion lactea no es constante, las causas por las que suceden estos cambios son
numerosas y con un peso relativo todavia por determinar. Algunas de las més relevantes

son:

3.3.1. Genética

La raza mas importante en el sector lacteo bovino en Espafia es la raza Holstein, conocida
también como vaca frisona. Esta especie esta integrada en nuestro pais, a pesar de que es
originaria de la region de Frisia, en Holanda (MAPA, 2020). Se trata del resultado de la
presion selectiva que se ha realizado durante el ultimo siglo para obtener razas con
aptitudes diferentes (produccidn de carne, resistencia a condiciones extremas, produccion
de leche) (Walstra et al., 2001). Esto sumado a los programas nacionales de mejora, cuyo
objetivo es mejorar las caracteristicas fenotipicas y genotipicas en poblaciones
reproductoras, bien para conservar, reconstruir o crear una raza, ha provocado que las
variaciones en la composicién, asi como en el rendimiento lacteo, sufran variaciones
mucho mas bajas debido a este factor (Walstra et al., 2001; MAPA, 2020).

Durante los ultimos 40 afios, se ha realizado una seleccion de los individuos con el
objetivo de producir un aumento de la produccion lactea. De esta forma, hoy en dia
muchos animales alcanzan el volumen de produccion de 20 000 kg de leche por lactacion,
mientras que, en los afios 80, el maximo era de 4 500 kg (Oltenacu y Broom, 2010).

Sin embargo, la genética de cada individuo influye de una manera mas relevante, llegado
a tener mas peso que el de la raza (Walstra et al., 2001).
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3.3.2. Alimentacion
El tamafio de la racion y el contenido energético al que los animales tienen acceso tiene
un efecto directo sobre el rendimiento lechero. La racion alimentaria puede modificar el
contenido graso y especialmente la composicion de la grasa (Chilliard et al., 2007).
Durante los ultimos afios, se han dedicado grandes esfuerzos investigadores para
determinar la racién éptima para el ganado bovino en funcion del estado fisioldgico de
los animales, incluyendo suplementos alimenticios apropiados en el caso de que existan
limitaciones para conseguir los requerimientos a través de los piensos y los forrajes. La
suplementacion, en funcion de su composicion, genera variaciones en la cantidad de
grasas y su composicion y en los componentes nitrogenados no proteicos (Keady et al.,
2001). En este aspecto, también se ha determinado que los animales con acceso ad libitum
al pienso o forraje, generan una mayor cantidad de extracto seco en la leche, que los

animales cuya racion esta subordinada al manejo en la granja (Llonch et al., 2018).

Por otro lado, acciones especificas como el acceso a pasto tiene un efecto sobre la sintesis
de lipidos, provocando un aumento en comparacion con diferentes ensilados cuya
composicion y humedad puede variar, pero cuyo origen siempre son forrajes secos (Alais,
1985; Rodriguez y Ponce, 2004).

3.3.3. Estado del ciclo de la lactacion y lactaciones acumuladas
En condiciones normales, sin variaciones en la alimentacion de los animales, la
composicion y la produccion lacteas son variables en funcién del momento en el ciclo de

lactacion en el que se encuentre el animal (Ver Figura 2).

Curve of lactation Milk and fat yield and % fat in milk
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Figura 2. A la izquierda: evolucion del rendimiento lechero (en kg de leche producidos al dia) a lo
largo de un ciclo de lactacion, siendo el dia 0 el momento del parto y el dia 305 el final del ciclo natural.
A la derecha: comparacion del rendimiento lechero junto con el rendimiento de produccion de grasay
el porcentaje que esta representa en el total de la leche a lo largo del ciclo de una lactacién.

(Bionaz y Loor, 2008).
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Durante los dos primeros meses se produce un aumento del rendimiento lechero, hasta
alcanzar el pico de maxima produccion tras dos meses desde el parto. A partir de esta
fase, se produce una deplecion del volumen de leche que se puede obtener del animal
hasta el secado previo al proximo parto (Alais, 1985). La regulacién de la sintesis lipidica
durante la lactacion, asi como el rendimiento lacteo es producto de una compleja red de
genes con cierta carga de regulacion postranscripcional, mediada por los estimulos
hormonales que sufre el animal (Bionaz y Loor, 2008). Debido a ello, se observan
variaciones en las curvas de rendimiento lacteo cuando comienza la siguiente gestacion.
Suele producirse un ligero aumento de la produccion lactea, pero se mantiene la tendencia

descendiente hasta el secado, previo al parto.

Por otro lado, también afecta el nimero de lactaciones que ha tenido la vaca. Los animales
con mas de tres lactaciones alcanzan un pico de produccion mayor, sin embargo, el
descenso es notablemente mas pronunciado, sufren menos el efecto de la nueva gestacion
y el volumen final producido durante dicha lactacion, es menor. Estos cambios empiezan
a ser notables a partir del segundo parto y contintan incrementandose hasta estabilizarse

a partir del tercero (Keown et al., 1988).

3.3.4. Estado fisiologico: patologias
El mejor ejemplo del efecto del estado fisioldgico de los animales es el padecimiento de
una enfermedad. Como consecuencia de la seleccion genética de animales, se ha forzado
una mayor incidencia de ciertas enfermedades frente a otras, debido a la predisposicion
genética de los animales a sufrir determinado tipo de patologias. Las mas comunes que
se encuentran hoy en dia en las granjas lecheras son las infecciones que producen mamitis,
cojeras, metritis y el desplazamiento del abomaso (Oltenacu y Broom, 2010). La cojera
presenta una prevalencia de entre el 5y el 22% en granjas europeas (Blanco-Penedo et
al., 2020). Sin embargo, la afeccion mas comun que se da en las granjas de ganado lechero
es la mastitis, con una incidencia que alcanza hasta el 54,5% durante el periodo de

lactancia y que también puede darse durante el periodo seco (Ruegg, 2014).

La mastitis o mamitis es el proceso inflamatorio de la ubre debido a una infeccion en el
tejido, que puede ser provocada por diferentes especies de microorganismos (Ver Figura
3). Tiene una importante relevancia en la industria lactea, ya que puede conducir a la
muerte de animales e, inevitablemente, produce pérdidas economicas importantes. El

proceso de mastitis provoca un descenso del rendimiento lacteo, requiere la retirada de
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animales de la rutina productiva, supone gastos de tratamiento y prevencion y las
alteraciones en la composicién de la leche repercuten en su calidad (Gomes y Henriques,
2016).

Figura 3. A la izquierda, detalle de una ubre sana perteneciente a un animal en rotacién de ordefio de la
granja FTR en la que se tomaron muestras para este proyecto. A la derecha, detalle de la ubre de un animal
de la misma granja que padecia una mamitis no enterocolitica.

Los animales con un alto rendimiento lacteo tienen una mayor predisposicién a
desarrollar mamitis y sufrir pérdidas mayores en la produccion lactea que las de
produccion mas baja. Sin embargo, todos los animales son susceptibles de sufrir este tipo
de infeccion y las alteraciones en la leche son diferentes en los casos clinicos y subclinicos

y variables en funcion del agente causante de la infeccion (Heikkila et al., 2018).

A pesar de ello, las técnicas diagnoésticas de esta patologia se basan en el recuento de
células somaticas en la leche de manera rutinaria, diariamente en el tanque y con
recuentos individuales de forma mensual en las granjas (Ruegg, 2017). En el caso de la
deteccion previa a la sintomatologia, se utilizan métodos de cultivo bacteriano combinado
con el recuento de células somaticas, lo que es complejo ya que se trata de una
cuantificacion de células bacterianas viables sin identificar, algunos de los géneros
ademas con dificultad para su cultivo, como Mycoplasma. Sin embargo, estas técnicas

tienen un coste elevado y solo se aplican en la realizacion de estudios.

Es por ello, que el sector continla buscando soluciones y recursos para prevenir y
minimizar el impacto de las infecciones mamarias. Grandes compafriias, como Toshiba
Corporation, han mostrado interés en este campo desarrollando nuevas tecnologias de
diagnostico mas precisas y rapidas como la propuesta por Kawai et al. en 2017. Consiste
en la aplicacion de una técnica de amplificacién: LAMP (Loop-mediated isothermal

amplification) integrado en un chip con el objetivo de detectar ADN del patdgeno
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causante de la infeccion con la especificidad y la rapidez de una PCR (de sus siglas en

inglés, Polymerase Chain Reaction).

3.3.5. Estado fisioldgico: bienestar animal
El bienestar animal se ha entendido tradicionalmente como un correcto estado sanitario
de los animales, asi como un buen rendimiento productivo. Si bien estos dos conceptos
estan intimamente ligados, la idea de bienestar animal actual incluye como se siente el
animal. Este punto de vista tiende a evitar estimulos que provoquen reacciones afectivas
negativas en los animales y a promover los que generan respuestas afectivas positivas

(von Keyserlingk y Weary, 2017).

El bienestar animal, entendido como consecuencia del manejo, es decir de origen
exogeno, se considera el efecto de factores externos sobre el animal, y la repercusion o la
relevancia que tenga sobre el mismo esta marcada por sus caracteristicas genotipicas y
fenotipicas (Oltenacu y Broom, 2010). Durante el Gltimo siglo, se ha primado la seleccion
de individuos para reproduccion, en base a caracteres fenotipicos relacionados con el
rendimiento productivo y la adaptacion a las zonas de produccién. Esta seleccion ha
tenido un efecto sobre el bienestar de los animales, puesto que la presion selectiva
focalizada en un factor implica la transmisién de otros, que imprimen una susceptibilidad
mayor al desarrollo de unas enfermedades frente a otras o un descenso de la fertilidad
(Oltencau y Algers, 2005).

Existen diferentes procesos sobre los que el estrés o la pérdida de bienestar tiene un efecto
negativo, interrelacionados entre si, y que pueden presentar un efecto sobre la
composicion y la calidad de la leche. Uno de los ejemplos mas evidentes es el de los
habitos alimentarios. Se trata de indicadores bidireccionales del estado de bienestar de un
animal. Una mala alimentacion o un cambio en los habitos alimentarios de los animales
pueden ser consecuencia u origen de sufrimiento o problemas en el bienestar del animal,

gue generan alteraciones en la composicion de la leche (Llonch et al., 2018).

De manera general, la pérdida del estado de bienestar en los animales,
independientemente del su origen (exdgeno o enddgeno), produce un importante
descenso en el rendimiento productivo ademas de provocar cambios en la composicion

(Polsky y von Keyserlingk, 2017).
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3.4. El bienestar animal
La idea de bienestar animal es un concepto ético, y por tanto subjetivo. Esto no impide
que la ciencia se haya convertido en la base de este movimiento social, asi como en una
herramienta de gran relevancia para abordar esta problematica y poder anticiparse a los

inconvenientes que deriven de ello (von Keyserlingk y Weary, 2017).

El concepto actual de bienestar animal, aceptado por la mayoria de los autores, es la
propuesta de Fraser et al. en 1997. En ella, el bienestar animal responde a tres cuestiones:

¢ Es funcional el animal?
¢El animal se siente bien?

¢Puede vivir el animal una vida razonablemente natural?

Si el resultado es afirmativo, en todas ellas, se daran las condiciones para considerar que
un animal dispone de bienestar. Sin embargo, estos campos estan relacionados entre si,
por lo que la alteracion de uno sélo de ellos provocara la pérdida del equilibrio y, por

tanto, la pérdida del bienestar (ver Figura 4).

Funcion biologica

Vida Estado
natural afectivo

Figura 4. Representacion grafica de la superposicion de las areas
de influencia del bienestar animal (Von Keyserlingk et al., 2009).

Por ejemplo, un dia de mucho calor, en el que el animal en la naturaleza buscaria una
sombra para resguardarse, si no dispone de ella, se estara alterando el comportamiento
natural de la vaca. Al no conseguir encontrar un lugar menos calido, el animal empieza a
sentir incomodidad y estrés, empeorando su estado afectivo. La hipertermia repercute en
sus funciones bioldgicas, asi como el estrés generado por ella, y en vacas en lactacién
provoca una disminucion de la produccion lactea y cambios en su composicion (von
Keyserlingk et al., 2009).

Las causas que pueden desencadenar la pérdida del bienestar son muy variadas, entre ellas
tener poco espacio para moverse, la suciedad, una alimentacion poco apropiada o el
desarrollo de cojeras o problemas de movilidad. La investigacion cientifica en los Gltimos
afos se ha centrado en conocer el efecto de estas cuestiones de manera individual sobre

el bienestar de los animales (von Keyserlingk y Weary, 2017).
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3.4.1. Evaluacion del bienestar: Welfare Quality®
La elaboracion de sistemas de evaluacion que integren todos los factores que influyen en
el estado de bienestar de los animales es una tarea compleja, y en el intento de lograrlo se
han desarrollado cientos de sistemas de evaluacion, con diferentes fortalezas y

debilidades. Los mas relevantes actualmente son:

European Welfare Quality® Assessment Protocol dairy cattle (WQ), de aplicacion
en la Union Europea.

Dairy Farmers Assuring Responsible Management Program (FARM), de
aplicacion en Estados Unidos.

The Code of Wefare: Dairy Cattle (The Code), aplicado en Nueva Zelanda.

Estos tres programas son los mas aceptados y de mayor aplicacion en sus respectivos
territorios. Se crearon atendiendo a las necesidades y factores mas importantes en cada

tipo de produccién (Krueger et al., 2020).

El proyecto del Welfare Quality® surge en la Union Europea en 2004 como respuesta a
una demanda de la sociedad, obtenida a través de diferentes encuestas y estudios de
mercado llevados a cabo por la Comision Europea. Se trata del mayor estudio transversal
en el area del bienestar desarrollado hasta la fecha, e incluyé la investigacion de cuarenta
centros de investigacion europeos y cuatro latinoamericanos, estos Gltimos desde 2006
(Blokhuis, 2008).

El resultado de méas de cinco afios de investigacion fue un protocolo de enfoque
multidisciplinar basado en cuatro principios, que se desglosan en doce criterios y se
evallan a través de 30 medidas puntuadas entre 0 y 100, siendo 100 la puntuacion mas
alta y 0 la mas baja (ver Tabla 1) (Krueger et al., 2020; Consorcio Welfare Quality®,
2009).

Obtener un buen resultado en las auditorias de este protocolo otorga un reconocimiento
de calidad ampliamente reconocido, pero no es normativa obligatoria, a pesar de tener su
origen en los estudios financiados por la Unidén Europea. Es un método para poner en
valor el bienestar animal y estimular la mejora en las granjas y entre los productores, que,
hoy, viene exigido por gran parte de la industria del procesado lacteo (de Vries et al.,
2013; Krueger et al., 2020).

12
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Principios Criterios de bienestar Medidas

Ausencia de hambre prolongada | Condicién corporal
Buena Suministro de agua, limpieza de los
alimentacién Ausencia de sed prolongada bebederos, flujo de agua, funcionamiento de
los bebederos

Tiempo necesario para tumbarse, animales
que colisionan con el equipamiento del
alojamiento cuando se tumban, animales
Confort durante el descanso tumbados parcial o totalmente fuera del area
de descanso, limpieza de la ubre, limpieza del
Buen alojamiento cuarto trastero superior y limpieza del cuarto
trasero inferior

Confort térmico No hay medida desarrollada

Presencia de ataduras, acceso a un area

Facilidad de movimiento . R
exterior de ejercicio o pasto

Cojera (animales en movimiento), cojera
Ausencia de lesiones (animales atados), alteraciones del
integumento

Tos, secrecion nasal, secreciéon ocular,
respiracion dificultosa, diarrea, secrecion
vulvar, recuento de células somaticas de le
leche, mortalidad, distocia, vacas caidas

Buena salud Ausencia de enfermedades

Asencia de dolor inducido por el

) Desmochado/descornado, corte de la cola
manejo

Expresion de conductas sociales | Conductas agonistas

Comportamiento

. Expresidn de otras conductas Acceso a pasto
apropiado

Buena relacion humano-animal Distancia de huida

Estado emocional positivo Evaluacidn cualitativa de la conducta

Tabla 1. Resumen del esquema seguido por el protocolo Welfare Quality® en ganado vacuno de leche
(Consorcio Welfare Quality®, 2009).

A pesar de la aceptacion general que existe con respecto de este protocolo, se ha generado
un debate acerca del peso que tienen cada uno de los criterios sobre la puntuacion final
de un rebafio y la influencia individual de cada auditor. Las medidas requeridas, en su
mayoria, son de caracter observacional, de manera que quedan expuestas a varios tipos
de sesgo (de Graaf et al., 2017; Blanco-Penedo et al., 2020). Esta es una de las
limitaciones del sistema que méas debate genera entre los usuarios, por lo que se ha
convertido en uno de los objetivos para el desarrollo de mejoras. Una de las propuestas
que se sugiere para solventar este problema, es la formacion de técnicos utilizando
recursos visuales para minimizar la necesidad del juicio del analista, al enfrentarlo a

referencias conocidas para él (Blanco-Penedo et al., 2020).
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Sin embargo, una de las tareas pendientes es el enfrentamiento de las medidas
observacionales basadas en animales con indices fisiolégicos que no estén relacionados
con la produccion. Es necesaria una validacion cientifica de que las determinaciones
realizadas con los sistemas actuales de evaluacion del bienestar animal incurren en
mejoras 0 adaptaciones que repercuten directamente en el estado de los animales (Krueger
et al., 2020).

3.5. Indices fisiologicos de bienestar animal: la haptoglobina

La respuesta de fase aguda es una reaccion inespecifica que forma parte del sistema
inmunitario innato. Durante este proceso se suceden diferentes cambios, entre ellos una
alteracion de la concentracién de proteinas de fase aguda (PFA). Las PFAs se encuentran
en la sangre y su concentracion varia como respuesta a varios procesos inflamatorios o
no inflamatorios. Existen dos tipos de PFA, positivas y negativas; la concentracion de las
positivas aumentay la de las negativas disminuye cuando el animal sufre una perturbacion
de su sistema inmunitario (Bagga et al., 2016; Alonso-Fauste et al., 2012; Manimaran et
al., 2016).

La haptoglobina es la PFA que mayor cambio experimenta en el ganado bovino de leche
tanto en suero sanguineo como en leche, aumentando su concentracion entre 10 y 100
veces respecto al nivel basal. Se ha estudiado la correlacion de la presencia de
haptoglobina en suero y en leche con el padecimiento de diferentes patologias,
determinando que es un marcador inespecifico de enfermedad, inflamacion o estrés
(Huzzey et al. 2009; Alonso-Fauste et al., 2012).

Esto ha suscitado interés por la industria lactea, ya que la determinacion de haptoglobina
podria convertirse en un biomarcador de bienestar y, por tanto, de calidad de la leche
(Akerstedt et al., 2006). Se propone como una potencial herramienta para la prediccion y
la deteccion precoz de importantes enfermedades y patologias para el ganado bovino de
leche como la metritis o la mamitis, asi como del padecimiento de estrés (Grénlund,
Hallén y Persson, 2004; Huzzey et al., 2009; Hiss et al., 2007).

3.6. Perspectivas de futuro
La industria lactea es una de las mas grandes e importantes de las que conforman el
sistema agroalimentario en Espafia y en la Union Europea. La materia prima de la que se
nutre es la leche procedente de las ganaderias a las que cada vez se exige una mayor

garantia de bienestar animal como respuesta a la demanda de la sociedad. Ademas, la
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mejora de las condiciones y el estado completo de bienestar de los animales minimiza las
pérdidas como consecuencia de enfermedades o como respuesta al estrés y genera una
mejora productiva (Akerstedt et al., 2006; von Keyserlingk et al., 2009). En el plan de
mejora continua de los sistemas de bienestar actuales, se buscan herramientas de
prevencion y prediccion que permitan anticipar situaciones que provoquen estrés o

enfermedades y permita reducir sus consecuencias (von Keyrserlingk y Weary, 2017).

Enmarcado en este contexto se sitlia este proyecto de investigacion que tiene el objetivo
de aplicar la tecnologia méas actual al campo de la ganaderia lechera, enfocados en los

componentes de mayor relevancia y repercusion en la industria.
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4. Hipotesis y objetivos
La hipotesis que se plantea en este proyecto es que el estrés, los procesos inflamatorios y
patoldgicos tienen un efecto sobre el perfil lipidico de la leche de vaca. Se estima que es
posible identificar procesos subclinicos o asintomaticos en los primeros estadios del curso
de una enfermedad a través de la deteccion de haptoglobina en leche y que estos procesos
implican una alteracion especifica e identificable de la composicién de la grasa lactea. En
el caso de poder identificar estas moléculas, seria posible determinar nuevos
biomarcadores en la deteccion precoz de patologias en el ganado bovino de produccion

lechera.

En el desarrollo de este trabajo se trata de demostrar experimentalmente la validez de la

hipotesis a través de los siguientes objetivos:

Determinacion de las condiciones 6ptimas para la determinacion de haptoglobina
mediante el sistema desarrollado por IMG Pharma.

Estimacion de la prevalencia subclinica de estrés o patologias mediante la
deteccion de haptoglobina en muestras de leche de animales sin enfermedades
diagnosticadas y determinacion de los animales que padecen un curso agudo de
una enfermedad o patologia diagnosticada.

Identificacién de una o varias especies lipidicas caracteristicas de la leche de
animales que sufren mamitis y otras patologias mediante la elaboracion del perfil
lipidico de su leche fresca empleando la espectrometria de masas MALDI-TOF.
Busqueda de una correlacion entre la presencia de haptoglobina, como marcador
de estrés, inflamacion o proceso patologico, con la presencia o ausencia de las
especies lipidicas identificadas como caracteristicas en los animales enfermos.
Evaluacion del perfil lipidico de la leche de los tanques en relacién con las de los
animales de la misma explotacion.

Valoracidn de las diferencias en los perfiles lipidicos consecuencia de la diferente
alimentacion y el manejo propio de cada explotacion.
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5. Metodologia

5.1. Disefio experimental y muestreo
Las muestras de leche fresca para este proyecto se tomaron en granjas del Norte de
Espafia, de Navarra y Aragon (ver Tabla 2). En las cinco granjas navarras se tomaron
muestras de leche a 5 animales que se encontraban en el rebafio y formaban parte de la
rotacion del ordefio. Se trata de muestras de animales considerados sanos o no
diagnosticados que podrian, o no, presentar un cuadro subclinico debido al estrés, a
encontrarse en estados tempranos del desarrollo de una enfermedad o de una infeccion.
Se recogieron un total de 25 muestras de 50 mL de leche tomadas directamente de las
ubres. Una vez extraidas, todas ellas se sometieron a congelacién para su almacenamiento

a -20 °C hasta la realizacion de los anélisis.

Referencia de la granja Abreviatura Localizacién
Alfajarin ALF Localidad de la %ral de Zaragoza
Miralbueno MRB Distrito dt\a/?aluliijzlazb;: Zaragoza
Montaiiana MNT Barrio rural%e Zaragoza
Movera MVR Barrio ru ralme Zaragoza
Marcilla MAR Localidad de Ia%a Arga-Aragon
Valtierra VIR Localidad de Co%mera de Navarra
Murchante MCH Localidadmde Tudela
Fitero FTR Localidad d%e La Ribera
llarregui ILR Valle de Ultzama

Localidad de la Comarca de Ultzamadea

Tabla 2. Referencias de las granjas, abreviaturas para la identificacion de las muestras procedentes de
cada una de ellas e identificacion de la zona de origen de cada granja.

Paralelamente, en algunas de estas mismas instalaciones se tomaron muestras de los
animales disponibles apartados del resto debido a razones médicas, que bien se
encontraban enfermos, en tratamiento o durante el periodo de supresion. Se seleccionaron

de entre animales los apartados del rebafio aquellos que sufrian un proceso inflamatorio
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0 patologico, con el objetivo de encontrar entre estos, concentraciones aumentadas de
haptoglobina en leche, evitando los animales que se encontraban en el periodo de
supresion. El periodo de supresion es el tiempo que animales que han sido tratados con
medicamentos veterinarios son separados del resto para evitar que los residuos o
metabolitos de dichas sustancias lleguen a productos de consumo humano (Art. 2, RD
1246/2008, de 11 de julio).

Se tomaron un total de 14 muestras de leche de animales en proceso patolégico de un

volumen de 50 mL que se congelaron y mantuvieron a -20 °C hasta el procesado.

En cada una de las granjas, incluyendo las de Aragdn, se tomaron muestras de los tanques
de almacenamiento de leche tras el ordefio. En los tanques se reduce la temperatura de la
leche por debajo de los 4 °C para evitar el desarrollo de la microflora presente en la leche
cruda. De esta forma es posible almacenar la leche hasta 72 horas antes de que sea
sometida a un tratamiento térmico. En los tanques se encuentra la leche de todas las vacas
ordefiadas entre las 24 y 48 horas anteriores a la toma de muestras, por ello se

consideraron muestras representativas de la granja.
Las muestras fueron codificadas para facilitar su manejo de la siguiente forma:

ABREVIATURA DE LA GRANJA_INICIAL GRUPO AL QUE PERTENECE_N° DE
ANIMAL

En la Tabla 2 se presentan las abreviaturas para la identificacion de las muestras. Las
iniciales del grupo se corresponden con: S, animales sanos, P, animales patoldgicosy T,
tanque de leche.

Durante la realizacion del muestreo se recogié informacion de la explotacion y de los

animales, relevante para la discusion de los resultados. Esa informacion consistié en:

De cada granja:
Localizacién
Alimentacion de los animales
Tamario de la granja (nimero de cabezas de ganado)

Puntuacion o calificacion Welfare Quality® de la Gltima auditoria
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De cada animal:
Numero de crotal de registro interno de la granja
Edad (aflos/meses)
Numero de lactaciones
Patologia (en el caso de animales enfermos)
Otras observaciones

Los datos de las granjas que se obtuvieron en las granjas se presentan en el Anexo I. Los

datos de animales individuales no son publicados debido a su amplio volumen.

En el momento del procesado, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente para
evitar dafios térmicos en la haptoglobina y la coagulacién de los gldbulos grasos. Una vez
se encontraron en estado liquido las muestras, se procedio a realizar una homogeneizacién

a través de una agitacion mecanica ligera.

5.2. Deteccidn de haptoglobina
La deteccion de haptoglobina se realiz6 mediante un inmunoensayo tipo sandwich
desarrollado por la empresa IMG Pharma. Esta técnica consiste en la deteccion de
haptoglobina a través de la union especifica de esta a dos anticuerpos en dos epitopos

diferentes de la proteina.

El anticuerpo primario se encuentra impreso sobre una superficie sélida sobre la que tiene

lugar la incubacion de la leche sin tratamiento previo (ver Figura 5).

Figura 5. A laizquierda, detalle de los puntos en los que se encuentra inmovilizado
el anticuerpo primario sobre una superficie transparente que permite la
visualizacién del color si se genera.

A la derecha, incubacion de la leche sobre la ventana en la que se encuentra impreso
el anticuerpo primario en soporte que incluye el kit.
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Posteriormente se lava en una solucion salina para retirar la leche y se incuba de nuevo
con la mezcla de anticuerpos. La segunda solucion de incubacion se habra preparado
previamente y en ella se produce la union de los dos anticuerpos que permiten la
generacion de un precipitado coloreado observable a simple vista: el anticuerpo 1 anti-
haptoglobina y el anticuerpo 2 anti-anticuerpo 1. El anticuerpo 2 es el que tiene una
molécula ligada a la cadena pesada que reacciona con la solucion de revelado generando
un precipitado de color azul proporcional a la cantidad de proteina que ha quedado

retenida por el anticuerpo impreso.

Tras la incubacion de la mezcla de anticuerpos se realiza otro lavado en una solucién
salina para retirar por completo los anticuerpos que no hayan quedado retenidos por la
unién a la haptoglobina, y que puedan generar una sefial inespecifica. Por dltimo, se
realiza una ultima incubacién con la solucion de revelado que provocara la generacién

del precipitado de color azul que se considerara un resultado positivo.

Anticuerpo 2
| \~ & »
Anticuerpo 1 E= <'\\/ e
<R
, ﬁ/\/\"\“\\

Precipitado
coloreado

% Solucién
; % revelado

Haptoglobina

Anticuerpo
impreso

Figura 6. Esquema de la deteccion de haptoglobina mediante el sistema de

inmunoensayo desarrollado in house en IMG Pharma para su utilizacién en

leche fresca.
La prueba se considerara positiva cuando se puedan observar los tres puntos en los que
se han impreso los anticuerpos coloreados de azul y pueda visualizarse a simple vista,
normalmente siendo mas comoda su observacion sobre un fondo de color claro. Los
resultados se han escaneado para poder comparar la coloracion en las mismas
condiciones, sobre el mismo fondo y en un momento relativo idéntico: justo después de

la realizacion de la prueba.
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Figura 7. Resultado de la prueba: a la

izquierda negativo y a la derecha
Las muestras utilizadas para la determinacion de las condiciones éptimas y para
establecer el umbral de deteccidn fueron controles positivos y negativos de haptoglobina
en leche propiedad de IMG Pharma que sufrieron el mismo tratamiento que las muestras
de leche que se tomaron para este proyecto. La concentracion de estas muestras ya habia
sido determinada anteriormente mediante ELISA (de sus siglas en inglés Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay) (ver Anexo Il) y se presentan en la Tabla 3.

Muestra pg/mL
1 Verde 14,71
2 Verde 2,19
3 Verde 89,2
1 Azul 1,81
2 Azul 0,37
3 Azul 56,4
1 Roja 252,0
2 Roja 225,6
3 Roja 48,2
Control 2,86
Mastitis 0,67

Tabla 3. Muestras control de concentracion conocida

para la determinacion de los pardmetros éptimos de la

prueba.
Las variables que pueden modificarse para ajustar el umbral de deteccion son: la cantidad
de anticuerpo inmovilizado, la concentracion de la mezcla de anticuerpos y el tiempo de

cada una de las incubaciones.

5.3. Espectrometria de masas MALDI-TOF
La espectrometria de masas es una de las herramientas mas potentes para el estudio de
biomoléculas, especialmente desde que se aplican técnicas de ionizacion blandas como
MALDI (de sus siglas en inglés Matrix-assisted laser desorption/ionization). Mediante
esta técnica la muestra queda retenida en una estructura cristalina, la matriz, que es

irradiada con un laser para lograr la ionizacion de las biomdleculas cocristalizadas junto
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a ella, sin fragmentar la molécula. La energia que el laser transfiere a la muestra genera
una pluma de ablacion de estos cocristales y forma una nube de iones que es acelerada
por un campo eléctrico hacia el analizador de masas, y posteriormente dirigida al detector.
El tubo de vuelo es un tipo de analizador que permite conocer la relacion masa/carga
(m/z) experimental de los iones mediante el calculo del tiempo de vuelo, TOF (de sus
siglas en inglés Time Of Flight). El tiempo de vuelo serd mayor tanto mayor sea el valor
m/z del ion que atraviesa el tubo (Jurinke, Oeth y van den Boom, 2004).

En este estudio se sigui6 la estrategia “shotgun” para la aplicacion de la espectrometria
en el campo de la lipiddmica. En esta estrategia el espectro de masas conforma una huella
dactilar lipidica de la muestra analizada, en la que las especies moleculares individuales
de la mayoria de las clases de lipidos principales y muchas minoritarias pueden
cuantificarse directamente sin necesidad de purificacion cromatografica. Esta estrategia
es rapida, altamente sensible y puede identificar cientos de lipidos omitidos por otros
métodos empleando menores cantidades de muestra, resulta muy Util para determinar en
primer lugar diferencias en la composicion lipidica de las muestras antes de identificar
las especies responsables de estos cambios (Schwudke et al., 2011). El objetivo al aplicar
esta técnica fue observar diferencias en los perfiles lipidicos de las diferentes muestras
analizadas y valorar las similitudes aplicando diferentes criterios para su agrupacion.

Se utiliz6 2-mercaptobenzotiazol (MBT) como matriz para la ionizacion en modo
positivo, siendo esta una matriz idonea para la deteccion de lipidos que favorece su
ionizacion y presentando una alta estabilidad en condiciones de alto vacio, un requisito

imprescindible para la espectrometria de masas (Astigarraga et al., 2009).

La matriz se preparé en saturacion en un tampon (desarrollo propio de IMG Pharma) que
permite la cocristalizacion y la ionizacion éptimas. La muestra se diluyé en la disolucion
de matriz 1:5 v/v (muestra/matriz) realizando una homogeneizacion suave para
posteriormente ser depositada en la placa conductora para el analisis en el espectrometro.
De la disolucion muestra/matriz se depositdo un volumen de 2 pL, permitiendo la
cristalizacion por evaporacion a temperatura ambiente. Cada muestra se analizé por
duplicado incluyéndose como blanco una disolucién matriz para poder eliminar las

interferencias debidas a su ionizacion.

El andlisis se realizd en un espectrometro de masas modelo Autoflex 111 (Bruker,

Billerica, MA, EE. UU.). Este equipo dispone de un laser de estado sélido, que emite en
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ultravioleta, a 355 nm. Se realizé una media de 3000 disparos por espectro evitando los
depdsitos de caseinas y proteinas que impedian la formacion de cristales. Los espectros
se adquirieron en el intervalo de m/z de 600 a 2000 Da, la zona en la que se espera
encontrar lipidos, ya que por debajo se producen interferencias de matriz y por encima se
habria superado el peso molecular de las especies que se esperaba encontrar. EI equipo
dispone de un tubo de vuelo como analizador de masas, junto con una placa multicanal

(MCP) como detector de iones.

5.4. Procesado de espectros
Todos los datos generados en el espectrometro de masas se procesaron a través de
diferentes aplicaciones informéticas desarrolladas por IMG Pharma empleando como
lenguaje principal de programacion Matlab (MathWorks, Natick, MA, EE. UU.). Previo
procesado de los datos, todos los espectros generados fueron exportados de los archivos
generados por el espectrometro y transformados en un formato (.txt) con el que es posible

trabajar los datos en dichas aplicaciones.

Una vez exportados los datos a formato .txt se procedi6 a su preprocesamiento con las

siguientes etapas:

Correccion de linea base a fin de determinar adecuadamente la intensidad de los
picos.

Alineado de todos los espectros por el método de correlacion al espectro
promedio.

Suavizado mediante el algoritmo de Savitzky-Golay para eliminacién del ruido.
Normalizacion a corriente idnica total.

Seleccion de picos con razon S/N (sefial/ruido) superior a 3.

Los picos seleccionados fueron asignados por busqueda en base de datos mediante un
algoritmo propiedad de IMG Pharma a fin de determinar la especie lipidica
correspondiente a cada m/z, teniendo en cuenta las diferentes ionizaciones que sufren
estas. Sin embargo, para realizar una identificacion mas certera seria necesario realizar

una espectrometria de masas en tindem o una cromatografia liquida.

A lo largo del presente trabajo se hara referencia a los lipidos identificados como mz(n),
siendo (n) un nimero natural asignado de manera ordinal en funcion del valor de m/z,

considerando mz1 para el menor y mz248 para el mayor, sin consignar su m/z ni su
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asignacion, en virtud del acuerdo de confidencialidad suscrito con la empresa IMG

Pharma a fin de proteger la propiedad industrial presente y futura.

5.5. Analisis estadistico
Los diferentes analisis estadisticos se realizaron utilizando los paquetes informaticos
SPSS 26.0 (IBM, Endicott, NY, EE. UU), Orange Biolab (Universidad de Liubliana) y
Matlab.

5.5.1. Prueba F de Fisher
Se utilizo6 para evaluar la homogeneidad de las varianzas de dos grupos independientes,
los animales clasificados como sanos y patolégicos, y los que resultaron positivos en la
prueba de deteccion haptoglobina en leche frente a los negativos. Permitié validar la
posibilidad de que pudieran compararse y considerarse diferencias significativas

utilizando la prueba t de Student con intervalo de confianza del 95%.

5.5.2. T-test
Esta prueba se utiliz6 para identificar los picos que presentan diferencias significativas
entre las medias de dos grupos independientes: sanos y patologicos en primer lugar, y
positivos y negativos al test de deteccion de haptoglobina en leche en segundo lugar, tras
haber comprobado la homogeneidad de las varianzas con la prueba F. El nivel de

confianza utilizado fue del 95%.

5.5.3. Prueba de Levene
Permite valorar la homocedasticidad (homogeneidad de la varianza) cuando se analizan
mas de dos grupos (en este caso, las granjas de origen de las muestras de leche). La prueba
de Levene se empled para evaluar la hipdtesis de que las varianzas de muestras
independientes son semejantes y su resultado permitié validar la posibilidad de que
pudieran compararse y considerarse diferencias significativas utilizando el test ANOVA

de un factor, con un nivel de confianza del 95%.

5.5.4. Test ANOVA de un factor
Se realizaron analisis de la varianza de un factor en el caso en el que se disponia de méas
de dos grupos (la identificacion de los picos més relevantes para discernir entre las granjas
de origen de las muestras). EIl ANOVA de un factor permite identificar el efecto de una

variable sobre las medias de poblaciones independientes, por lo que fue la herramienta
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utilizada para seleccionar los canales masicos que mas peso tenian en la separacion de

individuos en funcion de su origen. El nivel de confianza establecido fue del 95%

5.5.5. Coeficiente de correlacion de Pearson
Es una prueba de asociacion que refleja la correlacion o asociacion entre dos variables sin
establecer una relacién de causalidad. Las correlaciones lineales pueden ser positivas o
negativas, describiendo una relacion directa o inversa entre variables. La magnitud de la
correlacion establece la intensidad de la asociacion, teniéndose en cuenta habitualmente

los siguientes rangos aproximados:

0 - 0,3: no hay asociacion lineal.
0,3 - 0,5: asociacion baja.
0,5 - 0,7: asociacion moderada.

0,7 — 1: correlacion alta.

Esta medida se utilizé para valorar la correlacién entre los tanques de leche de las granjas
y las respectivas muestras de animales individuales clasificadas en base a su condicion de

animal diagnosticado o animal sano.

5.5.6. Analisis de componentes principales (PCA)
El PCA es un método estadistico que permite reducir la dimensionalidad (nimero de
variables) de un conjunto de datos, describiéndolo en términos de nuevas variables
(componentes) no correlacionadas que se ordenan por la cantidad de varianza original
que describen. Esto permite describir el conjunto de datos original en términos de dos o
tres variables (las componentes principales), facilitando su visualizacion y el
establecimiento de clisteres en los datos y de relaciones entre las variables originales.
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6. Resultados y discusion

6.1. Determinacion de las condiciones Optimas para la
deteccion de haptoglobina

La deteccion de haptoglobina en leche se realizd6 mediante inmunoensayo desarrollado
por IMG Pharma cuyas caracteristicas permiten la adaptacion a multiples condiciones
ajustando diferentes pardmetros. El objetivo fue conseguir un umbral de deteccion de 2
pg/mL, puesto que es la concentracion a partir de la cual se considera que la haptoglobina
en leche es consecuencia de estrés o de un proceso clinico, segun diferentes

investigadores como Gonzalez, Martinez-Subiela y Ceron o Hiss et al. en 2007.

Las condiciones iniciales para la realizacion de las pruebas fueron las representadas en la

Tabla 4.
. . Concentracion | Concentracion | tincubacion leche t incubacion
Cantidad anticuerpo . . oa
imbreso Anticuerpo 1 Anticuerpo 2 y mezcla solucion de
P (v/v) (v/v) anticuerpos (min) revelado (min)
10 gotas/punto 1:400 1:400 2 2

Tabla 4. Condiciones iniciales para la deteccidn de haptoglobina en leche en el kit de IMG Pharma.

En la primera prueba de las tiras en las que se realizaron los inmunoensayos se utiliz6 un
control positivo, la muestra 3 Verde de los controles internos, que presentaba una
concentracion de 89,2 pg/mL. Se obtuvo una sefial positiva de intensidad muy baja, por
lo que, al tratarse de una muestra de concentracion alta, respecto al umbral deseado, se
decidié aumentar los tiempos de incubacion. Se incrementaron a 6 minutos los tiempos
de incubacion tanto de la leche como de la mezcla de anticuerpos y a 5 el tiempo de
incubacion de la solucién de revelado. Ademas, se incluy6 en la prueba la muestra
ILR_P_2, perteneciente a un animal que se encontraba sufriendo, por tanto, en una fase
aguda causada por una cojera reciente que no habia sido tratada. Los resultados obtenidos,

mostrados en la Figura 8, fueron positivos, pero con una intensidad baja, el color azul

generado era muy tenue.

B:ved-lB Bl LRP2

Figura 8. Imagen escaneada de los resultados del segundo ensayo con
resultados positivos para las dos muestras (3 Verde control de 89,2 pg/mL
y muestra problema ILR_P_2)
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Se trat6 de determinar la concentracién umbral a partir de la que se obtenia un resultado
positivo utilizando varias muestras control de concentracion decreciente: 1 Rojo, 1 Verde
y 2 Azul, siguiendo las condiciones de incubacién con el tiempo ampliado. El resultado
fue un Unico positivo, el de la muestra 1 Rojo, de concentracion 25,2 pg/mL. También se
observo un cerco de humedad en las tiras, por lo que se barajé que la complejidad de la

muestra pudiera dificultar la interaccion entre anticuerpos y proteinas.

Se tratd de reducir el umbral de deteccion aumentando de nuevo los tiempos de
incubacion de la leche y de la mezcla de anticuerpos, alcanzando los 10 minutos. Para
valorar las posibles interferencias del resto de componentes de la leche, se intento
identificar el umbral de deteccion a través de tres diluciones al 50% en volumen en
tampédn fosfato salino o PBS (de sus siglas en inglés Phosphate Buffered Saline) de la
muestra 1 Verde. Las condiciones en las que se desarrollaron estos ensayos vienen

detalladas en la Tabla 5.

. . Concentracion = Concentraciéon | tincubacion leche t incubacion
Cantidad anticuerpo . . oa
imoreso Anticuerpo 1 Anticuerpo 2 y mezcla solucion de
P (v/v) (v/v) anticuerpos (min) revelado (min)
10 gotas/punto 1:400 1:400 10 5

Tabla 5. Condiciones para la deteccion de haptoglobina en leche en el kit de IMG Pharma en el tercer
ensayo.

El resultado obtenido fue una coloracion tenue en la concentracién mas elevada, de 14,7
pg/mL, sin embargo, el aumento de los tiempos de incubacion no fue suficiente para

reducir el umbral de deteccidn.

Manteniendo estas condiciones se aumentd el rango de las concentraciones sustituyendo
la muestra inicial por una de mayor concentracion en haptoglobina, la muestra 3 Rojo,
con 48,2 pg/mL. Se realizaron cinco diluciones seriadas, pero de nuevo se observd
unicamente un resultado positivo, aunque de intensidad muy débil, en la primera dilucion

y en la muestra completa.

Debido a ello, se aumento la concentracion de los dos anticuerpos que componen la
mezcla, el anticuerpo 1 especifico anti-haptoglobina y el anticuerpo 2 anti-anticuerpo 1
marcado para generar la sefial colorimétrica, preparando una nueva solucion con una
proporcion de 1:200 v/v (anticuerpo/solvente). En estas condiciones (Tabla 6), se
realizaron las mismas pruebas para las series de diluciones de las muestras 1 Verde y 3

Rojo.
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. . Concentracion | Concentracion | tincubacion leche t incubacion
Cantidad anticuerpo . . o
imoreso Anticuerpo 1 Anticuerpo 2 y mezcla solucién de
P (v/v) (v/v) anticuerpos (min) revelado (min)
10 gotas/punto 1:200 1:200 10 5

Tabla 6. Condiciones para la deteccion de haptoglobina en leche en el kit de IMG Pharma para la
calibracién en las series de diluciones de la muestra 1 Verde y 3 Rojo.

Se obtuvieron resultados positivos en las muestras sin diluir, pero no en aquellas de
concentracion mas baja. Dado que no se observo una reduccion del umbral de deteccion,
se optd por incrementar la cantidad de anticuerpo impreso, manteniendo el resto de

condiciones (Tabla 7).

. . .. .. t incubacién t incubacién
Cantidad anticuerpo Proporcion Proporcion a
. . . leche/mezcla solucién de
impreso Anticuerpo 1 Anticuerpo 2 R . .
anticuerpos (min) revelado (min)
50 gotas/punto 1:200 1:200 10 5

Tabla 7. Condiciones para la deteccién de haptoglobina en leche en el kit de IMG Pharma en para la
calibracidn en las series de diluciones de la muestra 1 Verde.

La primera prueba se realizd con la serie de diluciones de la muestra 1 Verde, dado que
se esperaba un umbral de deteccion méas bajo que en los ensayos anteriores. Los resultados
obtenidos, mostrados en la Figura 9 a la izquierda, fueron positivos para todas las

concentraciones, incluso en la de 1,75 pg/mL.

Incubacionde 10’ Incubacionde 2’

@ 14 uo/my) | BI04 ug/mL)
@) 7 ug/mu] | % (7 ug/mL]

B 35ug/mLl] § [ (3.5 ug/mL]

PR 1. 75 ug/mL) | @ (1,75 ug/mL]

Figura 9. Iméagenes escaneadas de los resultados de los inmunoensayos para
las diluciones de la muestra 1 Verde. A la izquierda, con incubacion de 10
minutos para la leche y la mezcla de anticuerpos y 5 minutos para la de la
solucion de revelado. A la derecha, con todas las incubaciones de 2 minutos.

Al observarse una intensidad alta de la respuesta y en todas las concentraciones, incluso
en la mas baja que resulté un positivo de gran intensidad, se decidié acortar los tiempos
de incubacion a 2 minutos en cada uno de los pasos. El resultado obtenido se muestra en
la Figura 9 en el lado derecho. Se obtuvo un resultado positivo en todos los casos de

nuevo, con una sefal mas débil.
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Para valorar una posible union inespecifica a los puntos en los que esta impreso el
anticuerpo se prepararon dos ensayos adicionales: uno con una muestra control de leche
de concentracién préxima a cero, el control Mamitis y concentracion de 0,67 pg/mL, y
un blanco con utilizando PBS en lugar de leche. Sendos resultados fueron negativos
descartando esta posibilidad situando el umbral de deteccion por encima de los 0,67

pg/mL y por debajo de los 1,75 pg/mL.

En base a ello, se trato de establecer la concentracion umbral en 2 pg/mL a través de la
dilucion de la mezcla de anticuerpos 1y 2. Se prepararon tres diluciones a partir de la
preparacion de 1:200 v/v con el solvente, es decir: 1:400 (v/v), 1:800 (v/v) y 1:1600 (v/v).
Tratando de ajustar mejor la concentracién se realizaron estos ensayos con las muestras
Control Amarillo (concentracion de haptoglobina 2,86 pg/mL), 1 Azul (concentracion
1,81 pg/mL) y Control Mastitis (concentracion 0,67 pug/mL). Los resultados observados
mostraron que la concentracién de la mezcla de anticuerpos que establecia la
concentracion umbral de deteccion alrededor de los 2 pg/mL fue la de proporcion 1:800.

El salto entre negativo y positivo se observa entre las muestras 1 Azul, que fue negativa,

y la muestra Control Amarillo, que fue positiva (ver Figura 10).

@ (2.86 ug/mL]

@ 1,81 ug/mL]

[0,67 ug/mL]

Figura 10. Iméagenes escaneadas de las tiras para el inmunoensayo

de muestras con concentraciones bajas de haptoglobina.
Debido a estos resultados se determinaron las mejores condiciones para determinar las
muestras de leche que presentaban una concentracion por encima de los 2 pg/mL de
haptoglobina, y por tanto se encontraban en el curso de una fase aguda. Estas condiciones,

expuestas en la Tabla 8, se aplicaron a todas las muestras.

. . Concentracion | Concentracion | tincubacion leche t incubacién
Cantidad anticuerpo . . e
imoreso Anticuerpo 1 Anticuerpo 2 y mezcla solucién de
P (v/v) (v/v) anticuerpos (min) revelado (min)
50 gotas/punto 1:800 1:800 2 2

Tabla 8. Condiciones dptimas para la deteccion de haptoglobina en leche por encima de los 2 pg/mL
mediante el kit de desarrollo interno de IMG Pharma.
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6.2. Estimacion de la prevalencia de cursos subclinicos en
animales no diagnosticados y de cursos agudos en animales
diagnosticados

Los resultados obtenidos en las pruebas para la deteccion de haptoglobina realizadas en
las muestras de animales individuales se muestras en la Tabla 9.

. . . Resultado | Prevalenciaen la
Granja Tipo animal Muestra

HaptoKit muestra
1 -
2 +
S 3 - 40%
MAR 4 *
5 -
1 +
P 2 - 33,3%
3 -
1 o
2 -
S 3 - 0%
VTR
4 -
5 -
P 1 + 100%
1 -
2 -
S 3 - 20%
MCH 4 -
5 +
P ; ¥ 50%
1 o
2 o
S 3 - 40%
4 +
FTR 5 -
1 +
p 2 - 75%
3 +
4 +
1 -
2 +
S 3 - 20%
4 -
ILR 5 -
1 -
P 2 u 25%
3 -
4 -

Tabla 9. Resultados de las muestras individuales para la deteccion de haptoglobina por encima de los 2
pg/mL con el sistema de IMG Pharma.
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Las muestras en las que se obtuvo un resultado positivo, es decir se observo color azul en
los puntos de las tiras del kit, se marcaron con el simbolo “+” y con sombreado verde en
la Tabla 9. Estos resultados mostraron la presencia de animales con haptoglobina por
encima de 2 pg/mL en leche en todas las granjas en las que se tomaron muestras de
animales individuales. Se observo una mayor prevalencia en los animales patologicos en
el conjunto de todas las granjas, al ser positivos el 50% (7/14), lo que significa que, a
pesar de ser animales en los que se ha identificado una enfermedad o lesidn, se
encuentran en fase aguda consecuencia del mismo proceso o del estrés causado por

el tratamiento o de otro agente externo.

Por otro lado, en el conjunto de animales sanos de todas las granjas resultaron positivos
el 24% (6/25), una cifra que llama la atencion al ser indicativo de estrés agudo o patologia
subclinica. Sin embargo, una de las razones que pueden explicar el resultado es el
momento en el que se tomaron las muestras. Todas las extracciones de las muestras se
tomaron durante la estacion estival, con temperaturas maximas superiores a los 40 °C en
los alrededores del Valle del Ebro. Diferentes autores como Herbut, Angrecka y Walczak,
indicaron en 2018 que el ganado vacuno es muy sensible a las condiciones climaticas,
especialmente a la temperatura y a la humedad. Las altas temperaturas causan estrés
térmico en los animales, que cuando se prolonga a lo largo del tiempo tiene efectos
fisioldgicos e incluso sintomas clinicos observables a simple vista. Por tanto, cabe
esperar que una de las razones por las que se encuentren niveles de haptoglobina
elevados en un porcentaje importante de los animales sanos sea el estrés térmico al
que estaban sometidos los animales durante las fechas en las que se realizaron los
muestreos. La validacion de esta hipotesis se llevaria a cabo realizando muestreos

durante otras épocas del afio, ya que se trata de un factor estacional.

Otra hipétesis que justifique los resultados obtenidos es que los animales clasificados
como sanos se encontraran sufriendo una patologia subclinica sin sintomatologia aparente
bien por tratarse de las primeras fases o por tratarse de un curso subclinico. A pesar de no
contar con registros oficiales ni estudios en Espafia de la prevalencia de enfermedades o
lesiones en las granjas de vacuno lechero, son orientativos los estudios realizados en otros
paises. En Finlandia, pese a un descenso de la prevalencia de la mastitis subclinica
sostenido a lo largo de las ultimas décadas, todavia se encuentra en un 19% (Hiitio et al.,
2017). Por ello, es probable que cierto porcentaje de los animales con resultado positivo

de haptoglobina en leche, se encuentre en un proceso subclinico.
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La determinacion con el inmunoensayo de IMG Pharma, permite realizar los
analisis de varios animales simultdneamente de manera sencilla, facilitando el
testado de un mayor ndimero de animales y ademas su aplicacion in situ, obteniendo
informacion mas precisa de los animales de una granja y de la situacion global de
esta. La informacion obtenida mediante estos andlisis puede resultar de gran
utilidad para los ganaderos y apoyar la toma de decisiones en el manejo de los

animales.

Ademas, para obtener informacion complementaria de las granjas, se realizo la deteccion
de haptoglobina en los tanques de leche de las granjas en las que se tomaron muestras de

animales individuales y en las que no.

Resultado HaptoKit
(Tanque)

MAR -
VTR -
MCH -

FTR +

ILR -
ALF +
MNT -
MRB -
MVR -

Granja

Tabla 10. Resultados de la deteccién de haptoglobina en las muestras de
tanques de leche.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10. Se obtuvieron dos resultados
positivos en los tanques de leche, lo que result6 de gran interés dada la alta capacidad de
los tanques, es decir, que para alcanzar la concentracion umbral, fue necesaria la

contribucion de un namero razonablemente alto de animales con haptoglobina en leche.

El caso de la granja FTR, se trata de una granja que obtuvo la calificacion “Bueno” en la
ultima auditoria Welfare Quality (ver Anexo I). Sin embargo, en el momento del
muestreo, sufria problemas de mastitis graves con varias vacas enfermas (cuya leche no
se recoge en el tanque) y numerosos animales que habian superado las infecciones
recientemente. Por tanto, es posible que entre el rebafio se encuentren animales en una
fase inicial del desarrollo de una mamitis consecuencia de la transmisibilidad entre
animales que comparten instalaciones y generen una concentracion de haptoglobina en

tanque indicativa de estrés o patologia.
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Por otro lado, la granja ALF es una explotacion con un censo de 70 animales, lo que
provoca que un menor numero de animales con haptoglobina en leche repercuta en un
aumento en la mezcla de toda la explotacion. El peso de la aportacion de cada individuo

es mayor en un rebafio mas pequerio.

Estos resultados incitan a realizar estudios acerca de la deteccion de haptoglobina en
tanque con el objetivo de valorar en qué condiciones se podria utilizar como indicador de

bienestar o de estado global de las granjas.

6.3. Obtencién de los perfiles lipidicos e identificacion de
posibles marcadores

Los perfiles lipidicos de las muestras de leche se obtuvieron mediante la espectrometria
de masas. Se realizaron dos espectros de cada muestra, tanto de la leche procedente de
animales individuales como aquellas que se extrajeron del tanque de almacenamiento.
Posteriormente, los espectros generados se normalizaron, suavizaron y alinearon entre

ellos, generando espectros como los de la Figura 11.
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Figura 11. Espectros normalizados, con la linea base corregida suavizados y alineados de dos

muestras de tanque de leche: arriba muestra del tanque de Valtierra y debajo del de Ilarregui.
Gracias a este procesado de los datos, se identificaron 248 picos por encima del ruido de
fondo y diferentes de las interferencias de la matriz. La razdn sefial/ruido en todos los
picos que se cribaron siempre fue superior a 3. Los picos se asignaron de manera tentativa
a las especies lipidicas que podrian presentar una ionizacion con la relacion masa/carga

detectada, identificAndose  especies de  fosfatidilcolinas,  fosfatidilserinas,
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fosfatidilesterinas, esfingomielinas y glicéridos. A pesar de ello, se trata de una
identificacion tentativa que en algunos casos requeriria de una confirmacion por

fragmentacion o a través de otras técnicas.

6.3.1. Identificacién de las diferencias en el perfil lipidico de la
leche de vacas sanas y vacas patoldgicas: marcadores lipidicos de
estado sanitario

Los 248 picos que se extrajeron de los espectros después de haber sido procesados se
sometieron a un T-test tras haber validado la posibilidad de su aplicacion a través de la
prueba F. En este caso las muestras que se incluyeron en el analisis fueron las procedentes
de animales individuales, tomando como variable independiente el estado fisioldgico:
animales sanos o patoldgicos. De esta forma, se localizaron los 10 picos que mayor
relevancia tenian a la hora de separar los dos grupos, es decir, aquellos que generaban las

diferencias mas significativas.

Tomando estos 10 canales masicos como referencias, se realizé un PCA en el que se
selecciond la combinacion de componentes mas informativas (ver Figura 12). En ella se
observa una distribucion de las muestras separadas: en el cuadrante superior derecho se
localiza la mayoria de las muestras de animales patoldgicos, mientas que la mayoria de
los animales sanos se agrupan en el cuadrante inferior izquierdo. En la zona central se
encuentra una mezcla heterogénea de las muestras que no permite obtener una diferencia

clara entre individuos sanos y patoldgicos.
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Figura 12. Proyeccion de las componentes més informativas del PCA de todas las muestras de leche
procedentes de animales individuales clasificadas como animales sanos y animales patoldgicos.
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A simple vista, es posible observar que la componente principal 1 es la mas informativa
a la hora de describir estos dos grupos. Esto mismo es corroborado en la proyeccion de
las dos primeras componentes. En la Figura 13 se muestra esta proyeccion, situando los
10 picos utilizados para realizacion del PCA, en funcion de su carga para cada

componente.

En ella destacan tres de los picos con una carga importante: mz34, mz76 y mz139. Estos
tres picos presentan cargas de 0,5 en la componente principal 1, que resulta la mas

relevante para poder identificar los grupos.

Estas especies lipidicas son potenciales marcadores de enfermedad o patologia en leche.
Serd necesaria una validacion mas robusta aumentando el ndmero de muestras y
valorando el perfil clinico de los animales, ya que, en este estudio, se han tomado
animales patoldgicos, en su mayoria animales con mamitis, pero también con otras

patologias.
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Figura 13. Proyeccién de los 10 picos més significativos para la distincion entre los grupos “Sanos” y
“Patologicos” sobre las componentes principales 1y 2 en funcidn de la carga que ejercen.

Resultaria, asi mismo de interés valorar las caracteristicas individuales de las muestras
que quedan distribuidas en la franja central, tanto sanos como patologicos. Las muestras
clasificadas como patolégicas que quedan situadas en esta franja central podrian
pertenecer a animales en un estado de recuperacion mas avanzado que de aquellas que

guedan agrupadas o con un cuadro clinico diferente. En esta misma linea, se baraj6 la

35



IM mcultad de Ciencias
& PHARMA UniversidadZa ragoza
[

hipdtesis de que las muestras sanas que no fue diferenciar de las patoldgicas sufran algun

proceso patoldgico que no ha sido diagnosticado todavia.

6.3.2. Perfil lipidico de muestras de leche en funcion de su
concentracion de haptoglobina

Se realiz6 un nuevo PCA utilizando como variables los 10 picos mas significativos con
el objetivo de discriminar entre las muestras positivas en el test de haptoglobina y las
negativas. Estos picos se seleccionaron en base al nivel de significancia como resultado
de la prueba T de Student para esta agrupacion de muestras. La distribucién generada por

el PCA se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Proyeccion de las componentes principales 1 y 2, resultado del PCA para los grupos de
muestras individuales en funcion del resultado del test de haptoglobina.
En este grafico se observa una agrupacion de los individuos que han resultado negativos
para el test de haptoglobina en la regiébn comprendida entre las coordenadas (-2,-2) y
(2,2). En esta zona se encuentran todas las muestras que no presentan, o presentan menos
de 2 pg/mL, de haptoglobina en leche. Sin embargo, entre ellas también se encuentran
muestras que han resultado positivas, a pesar de que la mayoria se localizan en valores

mas elevados de la componente 1.

En este caso, la proyeccién mas informativa fue la de las componentes 1 y 2, pero al
representar los picos responsables de esta proyeccion en base a la carga que aporta cada
uno de ellos, se distinguen, al igual que en la agrupacion segun estado fisiologico, tres

picos con un mayor peso a la hora de caracterizar las muestras que resultaron positivas a
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la deteccion de haptoglobina. Se trata de los picos: mz76, mz86 y mz87 y puede

observarse su situacion en las componentes principales 1y 2 en la Figura 15.
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Figura 15. Proyeccidn, sobre las componentes principales 1 y 2 del PCA de los 10 picos del espectro méas
significativo para discriminar entre los grupos positivo y negativo para el test de haptoglobina.

Entre ellos, el que genera un mayor interés es el pico mz76, puesto que se trata de uno
de los més relevantes a la hora de caracterizar las muestras de animales patoldgicos
y, ademas, de las muestras que han sido haptoglobina positivas en una concentracion
superior a 2 pg/mL. En caso de validarse, esta especie lipidica podria ser de gran interés
como marcador de patologia en vacuno de leche, permitiendo anticipar el diagndstico al
desarrollo de sintomas y permitiendo monitorizar la evolucion de una enfermedad a través
de un biomarcador. Resulta de gran interés en el &mbito de la produccion lactea, dado que
la posibilidad de acortar plazos y minimizar tratamientos produciria una disminucion de

las pérdidas econdmicas asociadas tal como propusieron Heikkild et al. en 2018.

En el caso de las mastitis, la mayor parte de las pérdidas econdmicas se producen por los
casos subclinicos (Huijps, Lam y Hogeveen, 2008). De manera, que disponer de
herramientas que permitan identificar estas situaciones o estados de los animales, podria
reducir estos costes mejorando la situacién econdémica de los ganaderos y el bienestar de
los animales. La toma de decisiones que deben tomar los ganaderos diariamente en el
manejo de los animales es un factor de gran relevancia en la repercusion econdémica de
los procesos patoldgicos (Halasa et al., 2007). Por tanto, la posibilidad de disponer de

informacién que respalde y apoye la toma de decisiones, resulta de gran valor, ya que
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podria aplicarse para reducir el periodo en el que el animal no es productivo, reducir el
namero de cursos de enfermedad que sufre cada animal y el tiempo de tratamiento en

cada uno de ellos. Todo ello incurre en un efecto positivo para el bienestar de los animales.

6.3.3. Valoracién del perfil lipidico de la leche de vacas sanas y
patoldgicas en cada una de las granjas

Utilizando los picos previamente identificados como los mas significativos para
caracterizar los grupos de animales sanos y patologicos, se realizaron PCA sobre las
muestras individuales y de los tanques de cada una de ellas. De esta forma, se procurd
eliminar la influencia de factores como la alimentacion, las instalaciones o el manejo,
dependientes de la ganaderia a la que pertenece cada animal para valorar la capacidad
para discriminar los individuos en diferentes estados patolégicos con estas especies
lipidicas. Ademas, en estas distribuciones se incluyeron las muestras de los tanques de
cada granja, tratando de evaluar si el perfil lipidico de la mezcla del total de la leche
destinada a consumo de la granja se asemeja mas o menos al perfil lipidico de la leche de
los animales sanos o al de los patolégicos.

Se calcul6 la correlacion de Pearson de las muestras de los tanques con las muestras, por
un lado, sanas de la misma granja, y por otro, de las patoldgicas del mismo grupo. De
manera que se obtuvo un valor de asociacion a cada grupo de las muestras de los tanques,

ofreciendo una informacion mas precisa basada en su perfil lipidico.

6.3.3.1. Granja Marcilla
La proyeccion de las componentes mas informativas se muestra en la Figura 16. En este
caso, las componentes mas informativas fueron la 6 y la 9, permitiendo observar una
separacion evidente entre las muestras de animales patoldgicos y animales sanos. En esta
se tomaron muestras de tres animales enfermos por mastitis, por lo que la

proporcionalidad con los animales sanos muestreados (cinco) fue buena.

Las réplicas de la muestra del tanque de la granja se situaron en la parte superior de la
proyeccion, entre la agrupacion las muestras sanas y la de las muestras de animales
patoldgicos, sin observarse una similitud clara con ninguno de los dos grupos. Las réplicas
se encontraban proximas entre si, pero de la misma manera se localizaban muestras sanas

y patologicas con una dispersion similar.

La correlacion obtenida de las muestras del tanque con las muestras sanas de 0,877 y para

las patologicas de 0,833. Son valores muy similares y en ambos casos se trata de
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asociaciones de alta intensidad. Si bien la asociacion es mayor con las muestras de vacas

sanas, no resulta determinante para la clasificacion del tanque acorde a alguno de estos
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Figura 16. Proyeccion de las componentes méas informativas del PCA del total de las muestras de la
granja Marcilla.

Esta explotacion no dispone de espacio para el esparcimiento de los animales, se trata de
una granja de tamafio medio, con 90 cabezas. Es importante tener en cuenta que el
muestreo de animales sanos, es decir que contribuyen al tanque, se corresponde con el
5,5% del censo de la explotacion. Por ello, es posible que entre el resto de los animales
que aportan leche al tanque puedan presentar patologias infradiagnosticadas o que pueda
tratarse de una consecuencia del estrés térmico, debido a las condiciones climéticas de
extremo calor que se dieron durante la toma de muestras. En la ultima auditoria obtuvo
una cualificacion de “Suficiente” segtin el protocolo Welafre Quality®. Es posible por
tanto que los estimulos externos como el tipo de explotacion o la alimentacion mas seca
de lo que podrian obtener en su dmbito natural, contribuyan a que el perfil del tanque

tenga similitudes importantes con el de animales patoldgicos.

6.3.3.2. Granja Valtierra
En esta explotacion solo fue posible tomar la muestra de un animal patolégico, que
ademas se encontraba en la fase final de un proceso de mastitis. Por ello, es 16gico esperar

una mayor similitud entre los resultados de los animales sanos con los del animal
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Figura 17. Proyeccion de las componentes 1 y 3 del PCA con las todas las muestras de la granja

Valtierra.

Tomando la proyeccion de las componentes mas informativas para las muestras totales

de animales individuales de todas las granjas, la 1 y la 3, no es posible observar ningtn

tipo de agrupacion entre las muestras. La gran mayoria son procedentes de animales sanos

y entre ellas se encuentran las muestras del tanque y las del animal patoldgico.

La correlacion con los animales sanos fue de 0,797 y de 0,742, la asociacion con las

réplicas del animal patolégico. En este caso, se pueden valorar estos datos como

consecuencia del estado fisiol6gico del animal enfermo, puesto que se encontraba en una

fase final del tratamiento y gozaba de un estado de salud muy positivo, a pesar de

mantener la leche del animal apartada del resto de los animales. También se trata de un

efecto negativo el hecho de no disponer de mas muestras de animales patoldgicos, ya que

existe una desproporcion muy grande entre los dos grupos a estudiar.

6.3.3.3. Granja Murchante

Esta explotacion es la mas grande de las que se muestrearon para este proyecto, con un

censo de 260 cabezas, incluyendo dos machos. Esto implica una estabulacion “ordenada”,

es decir, los animales se encuentran conviviendo con otros cuya edad o caracteristicas son

similares. A pesar de ello, no dispone de espacio para permitir a los animales encontrarse

en un régimen de semilibertad. Se tomaron muestras de dos animales que sufrian mastitis.
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En la Figura 18 se muestra la proyeccion de las componentes principales 1 y 3, que
resultaron ser las mas informativas para la descripcion de los animales patologicos cuando
se trabajo con el total de las muestras. Al aplicar estos criterios en la granja de Murchante,
se observa una distribucion similar a la del total de las muestras. Se agrupan las muestras
de animales sanos mientras que se observan algo mas dispersas las muestras de animales

patoldgicos.
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Figura 18. Proyeccién de las muestras de la granja Murchante en las componentes principales 1 y 3 del
PCA.

En esta visualizacion llama la atencion la situacion de las réplicas de la muestra
MCH_P_2, que parecen corresponderse mejor con un perfil de animal sano, al estar mas
separadas de las del otro animal enfermo de esta granja. Esta muestra MCH_P_1 resultd
positiva en el test de haptoglobina, es decir la concentracion en la leche de la proteina
mas relevante en la leche de vaca era superior a 2 pg/mL. Este animal podria encontrarse
en un estado patolégico de mayor gravedad o mas alejado de una posible recuperacion
temprana que MCH_P_2, haciendo que se desplace en la componente principal 1 hacia
valores mas elevados. Ademas, en esta componente uno de los lipidos con mayor
relevancia es mz76, al igual que en la caracterizacion de las muestras en funcion de la

concentracion de haptoglobina.

En esta linea, también cabe destacar la muestra MCH_S 5, puesto que fue la Unica
muestra perteneciente a un animal sano que resultd positiva para haptoglobina, y cuyas
réplicas, en esta distribucion, se encuentran desplazadas hacia la zona que agrupa a los

animales patoldgicos. Para poder validar esta aproximacion, serd necesario ampliar el
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numero de muestras y realizar una cuantificacion de haptoglobina para realizar una
aproximacion més precisa, asi como conocer de una manera mas detallada el estado

sanitario de los animales.

La granja Murchante presenta los tanques integrados entre la distribucion de los animales
sanos, sin embargo, la correlacion no respalda esta percepcion. La asociacion con las
muestras patoldgicas fue de 0,910 y la misma estimacion con las muestras sanas fue de
0,891. Ambos son valores elevados de intensidad y el afinar esta estimacion requiere, en

primer lugar, el aumento del volumen de muestras, tanto sanas como patologicas.

6.3.3.4. Granja Fitero
La granja de Fitero es un caso interesante ya que se encontraba, en el momento del
muestro, sufriendo una epidemia de mastitis que se prolongaba desde meses anteriores.
Por tanto, existia una probabilidad mayor de encontrar animales pasando por un proceso
subclinico, contagiados como consecuencia de la transmision interna en la explotacion.
Ademas, se disponia de cuatro animales patoldgicos, todos ellos padeciendo mamitis. La

proyeccion de las componentes principales 1y 3 se muestra en la Figura 19.
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Figura 19. Proyeccion de las componentes principales més informativas del PCA con las muestras de
animales individuales y del tanque de la granja de Fitero.

Esta proyeccion presenta los animales considerados sanos agrupados entre si con una

dispersion muy baja. Por otro lado, se encuentran las muestras de animales enfermos con
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una dispersion mayor, pero todos por encima de O en la componente principal 1,

considerada la més relevante para este objetivo.

Lo mas llamativo de esta distribucion es que las dos réplicas del tanque de la granja se
localizan en la zona de las muestras de animales enfermos. Es un resultado que encaja en
la situacion de la granja, debido a los graves problemas y pérdidas que ha sufrido como
consecuencia de las infecciones mamarias. Ademas, se trata de una muestra que resulto
ser positiva para haptoglobina, lo que es indicativo de que numerosos animales se
encuentran en un proceso subclinico, al inicio de un proceso clinico o bajo condiciones

de estrés.

Esta explotacion obtuvo una calificacion de “Bueno” en la ultima auditoria del protocolo
Welfare Quality® por lo que, tanto el positivo en haptoglobina como el perfil lipidico
medido en tanque parecen confirmar la situacion epidemiolégica de la explotacién en el
momento del muestreo, fortaleciendo la hipotesis de que las especies lipidicas

identificadas puedan ser marcadores de enfermedad.

En linea con el parrafo anterior, la correlacion en este caso fue de mayor intensidad con
las muestras patoldgicas, obteniéndose un valor en la correlacion de Pearson de 0,801

superior a la asociacién con las muestras de animales sanos, cuyo valor fue de 0,766.

Resulta de gran interés la identificacion del perfil lipidico de un tanque de una granja con
problemas de infecciones, que afectan al bienestar animal, con marcadores comunes a las
de animales enfermos (Rutten et al., 2013). Es necesario evaluar la aportacion de cada
animal al tanque para determinar en qué circunstancias se alterara la huella lipidica del
tanque; pero, por el momento, estos resultados generan expectativas muy positivas de
cara al desarrollo de herramientas basadas en biomarcadores que permitan anticipar y

prevenir situaciones de estrés o enfermedades en las granjas.

6.3.3.5. Granja llarregui
Las caracteristicas de esta granja son cada vez menos frecuentes en la industria lactea y
cada vez cuesta mas encontrar instalaciones como esta. Se trata de una pequefia
explotacion familiar con 30 animales en el censo que dispone de un establo para realizar
las tareas relativas al ordefio, donde ademé&s los animales se alimentan durante la
extraccion de leche con pienso, mientras durante todo el dia los animales se encuentran
en régimen de libertad y acceso a paso ad libitum. El pasto con el que se preparan los

forrajes que se complementa el pienso es el que rodea la explotacion y al que tienen acceso
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los animales durante todo el afio. Estas caracteristicas ademas condicionan el tipo de
patologias que sufren estos animales encontrandose de manera mucho maés frecuente

lesiones del tipo traumatoldgicas.
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Figura 20. Proyeccién de las muestras individuales y del tanque de la granja llarregui sobre las
componentes principales 1y 3 del PCA.

En la Figura 20 se presenta la proyeccion de las componentes principales 1 y 3 con las
muestras tanto individuales como del tanque de esta granja. En ella se observa una
distribucidn similar a la del resto de granjas, destacando la situacion de las réplicas de la
muestra del tanque, localizadas en la zona en la que se ubican los perfiles de los animales
patoldgicos. La correlacion de Pearson ademas ha generado un valor de intensidad mayor
para la asociacion con las muestras de animales patoldgicos: 0,767 frente al valor de 0,717

con los animales sanos.

Es posible que la aportacidn de los animales que puedan encontrarse sufriendo un proceso
patoldgico no diagnosticado o algun tipo de estrés sea mas relevante que en el caso de
otras granjas, dado que se diluye en muchos menos litros al disponer de menos animales
en lactacion. En el momento del muestreo, se encontraban 20 animales en rotacion de

ordefo, es decir la aportacion de cada animal es del 5% sobre el total del tanque.

Por otro lado, los animales clasificados como patoldgicos muestreados en esta granja
sufrian procesos que no estan relacionados de una manera directa con la produccién
lactea, tratdindose mayoritariamente de cojeras y lesiones traumatoldgicas. Sin embargo,

al observarse capacidad de discriminacion en base a los mismos lipidos que se han
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identificado para caracterizar muestras de animales con problemas de mastitis, es posible
que las variaciones en el perfil lipidico también se produzcan como consecuencia de una

situacion de malestar o estrés animal no especifico.

En futuro resultaria interesante la investigacion de estas especies lipidicas como posibles
marcadores de enfermedad o procesos en fases tempranas a lo largo del curso de la
enfermedad, ya que, en el caso de las proteinas de fase aguda, el pico de concentracion se
alcanza a las 72 horas y no se mantiene la concentracion alterada cuando se cronifica
(Gonzalez, Martinez-Subiela y Ceron, 2007). Resultaria de interés evaluar el momento a
lo largo del curso de una enfermedad en el que estos biomarcadores recuperan el valor
caracteristico de los animales con un buen estado de salud, es decir cuanto tiempo se
prolonga la alteracion de estos lipidos como consecuencia de un estado fisioldgico

deteriorado.

6.3.4. Determinacion de las diferencias en el perfil lipidico de las
muestras de leche en funcion de su origen

La gestion de la granja afecta directamente a los animales y repercute en su estado
sanitario y emocional y, por supuesto, en las caracteristicas de la leche (von Keyserlingk
et al., 2009). Son muchos los factores que influyen en la composicién de la leche, pero
entre ellos, los que son comunes dentro de una misma explotacién se espera que
repercutan en la composicion de la leche de la misma forma, pudiéndose identificar

marcadores caracteristicos de la explotacion.

Para buscar este tipo de marcadores en el perfil lipidico de las muestras de este proyecto,
se realiz6 un Anova de un factor, habiéndose realizado previamente la validacion de su
aplicacion en estas muestras con la prueba de Levenne. Se seleccionaron los diez picos
mas significativos para la separacion de las muestras en funcion de su origen y se realizd
un PCA proyectando sobre las componentes més informativas las muestras de todas las

granjas, tanto de animales individuales, como de los tanques (ver Figura 21).

En la Figura 21 se observa la agrupacion de las muestras de un mismo origen en el caso
de dos granjas: Valtierra e llarregui. El resto de las muestras aparecen algo mas dispersas
e intercaladas entre si, no pudiéndose observar una distincion en base a los marcadores
gue mejor resultado generaron en el Anova. A pesar de ello, se encuentran marcadamente

diferenciadas de aquellas que pertenecientes a la granja de Ilarregui y a la de Valtierra.
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Figura 21. Muestras de las granjas proyectadas sobre las componentes més informativas del PCA para
discriminar en funcidn del origen de cada granja.

Las muestras de la granja llarregui se encuentran agrupadas en el cuadrante superior
derecho (PC1 >0, PC2 >0) y asi como los individuos de la granja Valtierra se identifican
por completo en el cuadrante superior izquierdo (PC1 <0, PC2 >0).

Uno de los factores que condicionan la composicién lipidica de la leche es la
alimentacidn, tratindose ademas de uno de los mas relevantes, asi como mas estudiados.
La alimentacién en el caso de las muestras aqui presentadas es especifica de cada granja,

Yy, por tanto, es distinta en cada una de ellas (ver Anexo ).

Todas las dietas presentan un esqueleto similar, pero de cantidad y composicion variables
y determinadas por veterinarios especializados que adaptan las raciones a las condiciones
de cada explotacidn. La granja que presenta una alimentacion mas diferenciada del resto
es la de llarregui. Esta explotacién dispone de pasto fresco mientras que todas las demas
utilizan forrajes, elaborados a partir de diferentes plantas y combinadas entre si, pero sin
acceso a hierba humeda. Las muestras de los animales que han podido pastar a voluntad
se localizan en el rango de valores positivos de la componente 1. Sin embargo, en el caso
de la granja Valtierra, que se observa diferenciada del resto de granjas y cuyas muestras
se localizan agrupadas entre si, dispone de una racion similar a la de las granjas que no

es posible diferenciar.
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Otra de las condiciones que influyen en el bienestar de los animales y, por consiguiente,
en la composicion de la leche es el tipo de estabulacién y el espacio disponible para los
animales. En todas las explotaciones las vacas podian moverse libremente, no se
encontraban atadas, como ocurre en el sistema “tie-stall”’, pero las explotaciones

muestreadas presentaban tres grados de libertad de movimiento diferentes (Figura 22).

S )

Figura 22. Tipos de estabulacion de las granjas en las que se pudieron tomar muestras: 1. Valtierra:
animales en semilibertad, con establos cubiertos y acceso a zona de esparcimiento de espacio limitado; 2.
larregui: animales de la explotacion pastando en régimen de libertad; 3 y 4. Murchante: establos con
animales separados en funcién de la edad y con acceso restringido al exterior.

En las iméagenes 3y 4 de la Figura 22, se muestran los animales estabulados en la granja
de Murchante agrupados por edad y con posibilidad de tener acceso al aire libre, pero
restringido a la decision del ganadero con una puerta movil. Este es el tipo de explotacion
mas habitual en Espafia, a pesar de que la agrupacion o la clasificacion de los animales
en rebafios mas pequefios s6lo se da en las granjas con un censo relativamente grande.
También es el tipo de estabulacion que presentan las granjas de Fitero y Marcilla, que
junto con la de Murchante, son las muestras que en la proyeccion de las componentes

principales 1y 2, se encuentran relacionadas entre si y agrupadas.

El siguiente grado de libertad en el que pueden encontrarse las reses de una explotacion
lechera es del que dispone la granja Valtierra y que se ilustra en la imagen 1 de la Figura

22. Los animales tienen la posibilidad de moverse con libertad en un espacio restringido,
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si bien mas amplio que el propio establo. Disponen de refugios donde protegerse del clima

y camas preparadas con paja.

El tipo de explotacion de mayor libertad para los animales es el de la imagen 2 de la
Figura 22, la granja de Ilarregui. Los animales pueden pastar libremente sin restriccion
de espacio y pueden alimentarse dado que el terreno es hierba fresca. A su disposicion
ademas tienen un pequefio establo en el que se les ordefia y encuentran el pienso y el
forraje, en las épocas en las que es necesario complementar con €l su alimentacion por la
escasez estacional en la naturaleza. Este tipo de sistema menos habitual en la produccién

industrial se conoce como sistema “free-walk”.

Las granjas cuyos animales se encuentran en un mayor grado de libertad son aquellas que
se han podido agrupar entre si y distinguir del resto en base a las especies lipidicas
identificadas. Esto significa que los animales con condiciones de estabulacion diferentes
tienen perfiles lipidicos diferentes en su leche, la “libertad de los animales” puede ser
identificada a través de marcadores lipidicos. Por tanto, dado que el tipo de instalaciones
en las que se desarrolla la actividad ganadera influye en la movilidad de los animales y
en su estado emocional, es decir, en su bienestar se podria valorar el estudio de estos
lipidos como marcadores de bienestar, trabajando con informacién mas precisa de los

animales y de las granjas.

La proyeccién en la que se han observado estos resultados es la de las componentes
principales 1y 2, en las que los lipidos seleccionados tienen una carga relativa diferente.
El peso relativo de cada uno de ellos en la distribucion se presenta en la proyeccion no

lineal de la Figura 23.

En ella se observa que los picos mas relevantes en la caracterizacién de la granja llarregui
son: mz50, mz90 y mz104, mientras que, para caracterizar las muestras de Valtierra, los

lipidos mas relevantes son: mz10, mz35, mz62 y m114.

Todos los lipidos que se utilizaron para realizar el PCA seran objeto de estudio a la hora
de investigar la identificacién de marcadores lipidicos de bienestar animal, concretamente

en relacion con las caracteristicas de las explotaciones.

Este tipo de marcadores pueden resultar de gran interés en combinacién con los sensores

de movimiento, ya que aportaria informacion acerca de la repercusion de este factor sobre
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el animal determinando de una manera objetiva, a través de un marcador fisiolégico como

es la sintesis lipidica en las ubres, el efecto del movimiento.

{
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Figura 23. Proyeccién no lineal de las componentes principales 1y 2 con la carga relativa
de los 10 lipidos mas significativos para la caracterizacion de las muestras segdn su origen.

Se presenta en la Tabla 11 la sintesis de los diez lipidos que mejor han descrito los grupos
de muestras segin su origen, estado patoldgico diagnosticado y resultado del test de
haptoglobina.

Estado sanitario Haptoglobina Origen
mz25 mz27 mz10
mz34 mz76 mz12
mz59 mz86 mz35
mz61 mz87 mz50
mz76 mz113 mz62

mz113 mz131 mz80
mz139 mz188 mz90
mz164 mz214 mz104
mz207 mz229 mz114
mz212 mz247 mz119

Tabla 11. Lipidos mas significativos para la clasificacion en funcién
de los criterios: estado sanitario, presencia de haptoglobina en leche
por encima de los 2 pg/mL y origen. Sombreados en el mismo color
aquellos comunes a dos criterios distintos.
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Destacados en el mismo sombreado se indican los dos unicos lipidos que han servido
como clasificadores para dos categorias distintas. Estos son mz76 y mz113. Ambos son
relevantes y utiles para la clasificacion en funcion del estado sanitario y de la presencia
de haptoglobina en leche y por ello destacan como potenciales marcadores tempranos de
enfermedad. Su confirmacion requerira de un estudio mas profundo acerca de las

condiciones en las que pueden aplicarse y de una validacién mas robusta.

Por otro lado, destaca que los marcadores que permitieron caracterizar los grupos de
muestras que presentaban un tipo de instalacion con un sistema productivo caracteristico
no coinciden en ningun caso con los clasificadores para las demés categorias. Por tanto,
se genera la oportunidad de estudiar este tipo de marcadores paralelamente para confirmar
cuéles son los factores que modulan la sintesis de estas especies y la implicacion de estos

con el bienestar de los animales.
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7. Conclusiones

Se ha detectado la presencia de haptoglobina en leche en concentraciones indicativas
de estrés o enfermedad (> 2 pg/mL) en el 25% de las muestras de animales sanos,

reflejando una situacion de déficit de bienestar en las granjas de vacuno de leche.

Los lipidos mz76 y mz113 se han identificado como potenciales biomarcadores en
leche de enfermedad o estrés agudo, ya que estan aletarados en la caracterizacion de
las muestras de leche de animales enfermos y en fase aguda.

El estudio lipidico ha permitido identificar a través de diversas muestras de leche su
procedencia en funcién de los sistemas de produccion, clasificados segun el grado de
libertad que tienen los animales en cada uno, lo que afecta a su estado natural y, por

tanto, a su bienestar.

La lipidémica puede convertirse en una potente herramienta de apoyo a la toma de
decisiones para la prevencion y el control sanitario, permitiendo también mejorar la
evaluacion del bienestar animal en las granjas, a través de la determinacion del efecto

fisiolégico en los animales de las medidas adoptadas.
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8. Conclusions

The presence of haptoglobin in milk at concentrations indicative of stress or disease
(> 2 pg/mL) has been detected in 25% of samples from healthy animals, reflecting a
welfare deficit situation on dairy farms.

Lipids mz76 and mz113 have been identified as potential biomarkers in milk of
disease or acute stress, as they are altered in the milk samples from sick and acute-
phase animals.

The lipidomic study has enabled the identification of the origin of several milk
samples according to their production systems, classified by the degree of freedom
that the animals have in each one, which affects their natural state and, therefore, their

welfare.

Lipidomics can become a powerful decision-support tool for health prevention and
control and can also improve the assessment of animal welfare on farms by

determining the physiological effect on animals of the actions taken.
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Granja

Alfajarin

Montafiana
Miralbueno

Movera

Marcilla

Valtierra

Murchante

Fitero

llarregui

Resumen de los datos obtenidos de las granjas en las que se tomaron muestras de leche.

Referencia

ALF

MNT
MRB
MVR

MAR

VTR

MCH

FTR

ILR

Muestras | Muestras Censo
. . Muestra
animales animales (cabezas)
. s tanque
sanos patoldgicos *
- - 1 70
- - 1 50
- - 1 60
- - 1 120
5 3 1 90
5 1 1 105
5 2 1 260
5 4 1 90
5 4 1 30

Calificacion
Welfare Quality®
auditoria mas
reciente

BUENO

SUFICIENTE
BUENO
BUENO

SUFICIENTE

BUENO

SUFICIENTE

BUENO

BUENO

Facultad de Ciencias
Universidad Zaragoza

Alimentacién

12 kg Pienso + 10 kg Silo alfalfa + 12
kg Silo Ray Grass + 4 kg Silo Festuca +
4 kg Silo guisante + 0,6 kg Paja
11 kg Pienso + 10 kg Silo Ray Grass +
13 kg Silo maiz + 10 kg Pulpa de
remolacha + 1 kg Paja + 4 kg Alfalfa

12 kg Pienso +10 kg Silo Ray Grass +
26 kg Silo maiz

10 kg Pienso + 15 kg Silo hierba local
+ Pastoreo a discrecién

* Numero de reses registradas como productoras, no se tienen en cuenta terneros ni machos.
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Observaciones

Tanque lleno de dos tandas de ordefio.

Tanque lleno de dos tandas de ordefio.
Tanque lleno de dos tandas de ordefio.

Tanque lleno de dos tandas de ordefio.

Muestras recogidas durante el ordefio de la tarde.
Temperaturas por encima de los 40 C.

Muestras recogidas durante el ordefio de la tarde,
con el tanque en proceso de llenado de una Unica
tanda. Calor y tormenta durante la visita.

Muestras tomadas durante el ordefio matutino
con el tanque lleno de dos tandas de ordefio.
Animales enfermos disponen de sus propios

establos.

Muestra del tanque de dos tandas de ordefio,
recogidas en una tarde de temperatura por
encima de los 40 2C. Granja con problemas de
mastitis, epidemia activa y con numerosos
animales afectados a lo largo del verano.

Animales en libertad, pastando en colinas, lo que
les ha provocado diferentes accidentes. Sobre
todo, cojeras y lesiones en la espalda debido a la
interaccion entre ellas. Muestreo durante la
mafiana y con el tanque lleno de ese ordefio.
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Cuantificacién mediante fluorimetro de campo (Dualex Force A) de las muestras empleadas como
control interno, cuya concentracién de Haptoglobina ha sido determinada mediante la técnica ELISA.
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