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Description

[0001] La présente invention appartient au domaine
des méthodes d’analyse des milieux aqueux complexes,
et plus particuliéerement a celui des analyses des fluides
biologiques par les techniques spectrométriques.
[0002] Elle a pour objet un procédé de calibration d’'un
appareil de spectroscopie infrarouge pour déterminer la
concentration d’'un composé C1 dans un fluide F1 d’un
animal, par exemple dans le sang, a partir des données
spectroscopiques de composants se trouvant dans un
autre fluide de I'animal (F2), par exemple dans son lait.
L’invention a également pour objet une méthode de rou-
tine pour la détermination de la teneur d’'un composé C1
dans le fluide F1 a partir d’'un échantillon du fluide F2.
[0003] La méthode préconisée répond a une probleé-
matique de portée générale, en proposant de prédire les
teneurs de différents composants d’un premier fluide a
partir du dosage de composants dans un autre fluide. Ce
dernier peut étre plus facile d’acces que le premier fluide,
facilitant ainsi la mise a disposition du praticien de don-
nées physiologiques complétes et fiables. C’est le cas
par exemple des composants du sang, qui sont les indi-
cateurs de nombreuses pathologies, et dont on souhaite
connaitre la concentration a partir du dosage de compo-
sants d’un autre fluide par exemple le lait ou I'urine. L’in-
vention, dont la genése était liée initialement a la recher-
che de solutions en réponse a la prévalence importante
des cas de cétose chezlavache laitiére, s’est rapidement
avérée offrir une démarche d’intérét plus général, appli-
cable a des besoins variées.

[0004] L’acétonémie, aussi appelée cétose, est une
maladie métabolique rencontrée surtout chez les vaches
laitieres fortes productrices en début de lactation. Dans
'une et l'autre de ses deux formes (clinique et subclini-
que), elle provoque des pertes économiques importantes
en élevage laitier, en engendrant des chutes de produc-
tion ainsi que des problémes de fertilité et 'augmentation
des maladies du péri-partum. Dans le cas de cétoses
sub-cliniques en particulier, les vaches laitieres perdent
beaucoup de poids, mais il n'y a pas de chute de pro-
duction comme dans le cas de cétoses cliniques. Cette
acétonémie passe donc inapergue. Un diagnostic préco-
ce et fiable est donc important.

[0005] Pour compenser le déficit énergétique da a la
gestation puis a lactation, la vache mobilise ses graisses
de réserve sous forme d’acides gras non estérifiés
(AGNE). Ces acides gras sont captés par le foie pour y
étre stockés sous forme de triglycérides. Si le foie "nor-
mal" contient 1% de triglycérides, 15 jours avant vélage,
le niveau de triglycérides peut atteindre 5%. Durant le
premier mois, en fonction du déficit énergétique et en
I'absence de facteurs lipotrophes, cette infiltration grais-
seuse s’amplifie.

[0006] Or, les triglycérides ne sont pas solubles dans
le sang. lls ne peuvent sortir du foie et étre transportés
dans le sang que sous forme de lipoprotéines a trés bas-
se densité (ou VLDL pour Very Low Density lipoprotein).
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En principe ces lipoprotéines sont utilisées en grande
partie pour la production laitiére, mais en cas de cétose,
et selon 'importance de la mobilisation (déficit énergéti-
que) et l'insuffisance de facteurs lipotrophes permettant
I'évacuation des triglycérides du foie, on assiste a une
accumulation graisseuse dans le foie. Lorsque celle-ci
esttrop importante, le foie se débarrasse des acides gras
non estérifiés en les oxydant et en produisant des corps
cétoniques, a savoir de I'acétone, de l'acétoacétate, et
du BHB (B-hydroxybutyrate), qui vont se retrouver dans
le sang a des teneurs anormales, et également, bien que
dans une moindre mesure, dans le lait. On considére
qu’ily a acétonémie subclinique lorsque la teneur en BHB
dans le sang est supérieure a 1,4 mmol/I.

[0007] Différentes méthodes ont été proposées dont
certaines sont actuellement utilisées pour diagnostiquer
les cétoses de la vache laitiére ou détecter leur préva-
lence dans les troupeaux. Elles reposent sur la détermi-
nation de composés du sang, du lait ou parfois des urines
de I'animal, qui subissent des variations lorsque la ma-
ladie est déclarée. Les composés recherchés comme
révélateurs des cétoses sont les corps cétoniques, ou
'un d’eux plus particulierement.

[0008] En effet, bien que la cétose engendre des mo-
difications substantielles de la concentration des com-
posants majeurs et mineurs du sang et du lait chez la
vache laitiére, et que les corps cétoniques soient des
parameétres mineurs, faiblement concentrés, volatils et
instables (notamment I'acétone et 'acétoacétate), le do-
sage de ces derniers est la voie principalement utilisée
pour permettre de diagnostiquer une cétose. Le rapport
matiére grasse / taux protéique (MG/TP) est aussi cou-
ramment utilisé comme un indicateur d’acétonémie
(MG/TP>1,5) mais cet indicateur reste peu fiable.
[0009] Plusieurs méthodes chimiques visent a déter-
miner la concentration en corps cétoniques dans le
sang : chromatographie gazeuse, cinétique de réaction
associée a une mesure d’absorbance, fluorimétrie (voir
par exemple I'article "Detection of Subclinical Ketosis in
Dairy Cows" de Zhigang Zhang et coll. dans Pakistan
Veterinary Journal, mai 2012, pages 156-160). Ces anal-
yses qui sont faites a partir d’échantillons sanguins
nécessitent un prélévement invasif et le recours a un
laboratoire, avec des délais et des colts élevés.

[0010] Une détermination quantitative des corps céto-
niques a partir d’échantillons de lait est également pos-
sible. Les méthodes chimiques de laboratoire (test a la
vanilline pour I'acétone, cinétique enzymatique de 'acé-
tone et du BHB sur photomeétre de la société SKALAR)
sont décrites par Enjalbert et coll. dans J. Dairy Sci.
84:583-589. Elles ont également des limitations : bien
gu’elles soient fiables méme pour la détermination de
composants mineurs du lait, elles sont assez onéreuses,
lentes et difficiles a mettre en place en routine pour une
analyse en masse. De plus, ces méthodes sont limita-
tives car elles ne permettent de doser qu’une molécule
spécifique ou qu’'un nombre de molécules limité, en I'oc-
currence les corps cétoniques, et ne prennent nullement
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en compte les variations de concentration des autres
composants liés directement ou indirectement aux prob-
lemes métaboliques recherchés. |l existe des méthodes
qui peuvent étre utilisées a la ferme pour tester le lait, le
sang ou les urines, mais ce sont des méthodes semi-
quantitatives (test coloré par bandelettes par exemple).
[0011] Les méthodes de spectroscopie IR, beaucoup
plus rapides et moins onéreuses, se sont développées
ces dernieres années. Elles sont utilisées couramment
pour déterminer la concentration de composés du lait,
qu’il s’agisse de composés dits majeurs, tels que les ma-
tieres grasses (MG), les matiéres protéiques (MP), le
lactose ; ou de composés dits mineurs, par exemple la
composition fine en acides gras, les fractions protéiques,
'urée, I'acide citrique mais aussi les corps cétoniques.
[0012] On peut citer par exemple la publication de Per
Waaben Hansen "Screening of Dairy Cows for Ketosis
by Uses of Infrared Spectroscopy and Multivariate Cali-
bration" (J. Dairy Sci., 82:2005-2010), qui expose un
procédé de détection des cétoses par dosage de I'acé-
tone dans le lait. Des échantillons de lait sont utilisés
pour réaliser une calibration fondée sur une corrélation
entre, d’'une part les valeurs de concentration de I'acé-
tone du lait obtenues par une méthode de référence et
d’autre part, les valeurs de concentration de I'acétone du
lait obtenues par FT-IR. Le dosage de I'acétone dans le
lait est fait en routine par référence a ces échantillons
témoins. Dans J. Dairy Sci., 90:1761-1766, Roos et coll.
adoptent une démarche similaire concernant le dosage
du BHB du lait.

[0013] Cependant, 'emploi des techniques de spec-
troscopie IR pour le diagnostic a partir des prélévements
de lait de troubles métaboliques, et singulierement en
cas de cétoses, souléve un certain nombre de proble-
mes. En effet, la concentration des corps cétoniques
dans le lait est généralement trés faible, méme en cas
de pathologie. Selon différentes études, la limite tolérée
de la concentration en BHB est de a 0,07 mmol/l (soit
7,3 mg/l) dans le lait, alors que la valeur maximale tolérée
de BHB dans le sang est de 1,4 mmol/l (146 mg/l). Dans
I'étude menée dans le cadre de la présente invention, la
teneur en BHB dans le sang était en moyenne 12,5 fois
plus élevée que celle du BHB dans le lait.

[0014] Pour obtenir une détection des tres faibles con-
centrations en acétone et en acétoacétate dans les flui-
des par spectrométrie infrarouge, US 6385549 propose
de réaliser une calibration d’'un spectrométre FT-IR
(spectrometre utilisant les techniques infrarouges a
Transformée de Fourier) a partir d’'un jeu d’échantillons
parmi lesquels certains sont dépourvus ou quasiment
dépourvus du composé pour lequel la calibration est réa-
lisée. La concentration du composé recherché, a savoir
'acétone, estinférieure a la limite de détection théorique
de l'appareil. Cette méthode suppose de disposer d’'un
grand nombre d’échantillons dont la composition en acé-
tone et en acétoacétate est connue par des méthodes
de références. La calibration est développée pour déter-
miner, dans le fluide analysé uniquement, la concentra-
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tion du composé spécifique recherché. Difficulté supplé-
mentaire, la grande volatilité de I'acétone et de 'acéto-
acétate nuit a la fiabilité du dosage, d’autant que ces
analyses sont généralement réalisées a partir d’échan-
tillons obtenus dans le cadre du contréle laitier. Le délai
entre le prélevement et 'analyse peut étre trés variable
(de 1a6jours), de méme que les conditions de stockage
(allant communément de 4°C a 40°C), ce qui porte at-
teinte a l'intégrité des échantillons. Les résultats, et par
conséquent le diagnostic, en sont significativement alté-
rés.

[0015] Finalement, la méthode de référence ou métho-
de directe pour la détection de I'acétonémie chez les va-
ches reste jusqu’a présent la mesure du taux de BHB
dans le sang (c’est le "gold standard"). Les dosimetres
de laboratoire ou portables pour le dosage de la concen-
tration du BHB sanguin fonctionnent sur le principe de la
réaction d’oxydoréduction de Williamson, catalysée par
le BHBDHase. Le courant généré a I'électrode est pro-
portionnel a la quantité initiale de BHB. En cas d’acéto-
némie subclinique, le seuil utilisé est de 1.4 mmol/l (soit
145,74 mg/l), avec prélévement sur un minimum de dou-
ze vaches. Cette méthode, la plus couramment utilisée,
estinvasive et nécessite 'immobilisation de I'animal. Elle
demande en outre l'intervention d’'une personne qualifiée
tel qu’un vétérinaire. De plus, la variabilité journaliére du
BHB sanguin peut étre trés importante, ce qui implique
que plusieurs mesures devraient étre réalisées afin de
connaitre plus précisément I'évolution du BHB sanguin
de chaque animal.

[0016] Lesessaisréalisés pourle dosage du BHB, non
pas dans le sang mais dans le lait, ont montré que ce
dosimétre présente une trop faible sensibilité du fait que
les concentrations du BHB du lait sont souvent basses.
La corrélation entre les concentrations de BHB sanguin
et de BHB du lait est faible, surtout dans les plus hautes
concentrations qui sont le marqueur de la maladie. Cette
corrélation est aussi fortement affectée par les délais en-
tre les deux mesures (sang et lait) réalisées dans le cadre
du contréle laitier, ainsi que par le mode de conservation.
Aucune méthode satisfaisante n’est actuellement dispo-
nible.

[0017] Ilexiste donc un besoin d’offrir aux éleveurs une
méthode systématique, non invasive, simple et rapide,
permettant de diagnostiquer avec un degré de fiabilité
élevé, les cétoses et les déficits énergétiques chez les
animaux, en particulier chez les femelles allaitantes et
notamment dans la période de lactation de 3 a 7 semai-
nes.

[0018] La présente invention vise a répondre a ce be-
soin en proposant une méthode dans laquelle le diagnos-
tic de 'acétonémie se fait a partir de mesures quantita-
tives réalisées sur le lait de I'animal. Pour ce faire, il a
été imaginé de déterminer le taux de BHB (ou des corps
cétoniques) du sang, a I'aide d’'un spectre infrarouge réa-
lisé sur un échantillon de lait. La méthode proposée con-
siste a rechercher I'existence de corrélations entre i) les
caractéristiques de différentes zones spectrales du spec-



5 EP 3 058 341 B1 6

tre IR obtenu pour le lait et ii) les variations de concen-
tration d’'un composé recherché dans le sang, et ceci
sans connaitre la composition des échantillons de lait.
Ces corrélations sont identifiées par analyse multivariée
(PLS, PCR, ANN, MLR...) et sont intégrées dans le mo-
dele de prédiction. Ainsi, tous les composés du lait qui
sont directement ou indirectement corrélés a la variation
métabolique recherchée, sont pris en compte. Leur lien
direct ou indirect avec le métabolisme concerné n’est
pas nécessairement connu, le spectre IR fournissant une
empreinte de I'état biologique et physiologique de I'ani-
mal lors du prélévement de lait.

[0019] Il estapparu de maniére inattendue qu’'une pré-
diction rapide et fiable du taux de BHB dans le sang était
possible a partir d'un spectre infrarouge réalisé sur un
échantillon de lait, avec une précision suffisante pour la
détection potentielle et systématique des cétoses ou des
déficits énergétiques, y compris en routine dans le cadre
du contrdle laitier, et avec une haute cadence analytique
(jusqu’a 600 analyses/heure). Ce résultat a pu étre ob-
tenu grace a un procédé de calibration particulier du
spectrometre et au développement d’'un modéle de ca-
libration, selon l'invention. La méthode préconisée s’est
révélée avoir une portée générale car elle permet de pre-
dire les teneurs de différents composants d’un fluide cor-
porel, a partir du dosage de composants dans un autre
fluide, par exemple le lait ou I'urine, facilitant ainsila mise
a disposition du praticien de données physiologiques
complétes et fiables. On peut désormais surveiller I'état
et I'évolution d’'un troupeau ou de bétes individuelles,
mieux fonder un diagnostic en cas de maladie ou de dé-
sordre métabolique et mettre en place des mesures pré-
ventives plutét que curatives.

[0020] Un but de linvention est ainsi de fournir une
méthode par laquelle on détermine, a partir d’'un échan-
tillon d’un fluide d’'un animal et de son spectre, le taux
d’'un composant (qui peut étre un composé ou un groupe
de composés) présent dans un autre fluide et qui est un
indice d’un état normal ou problématique affectant I’ani-
mal. Plus particulierement, un but de I'invention est d’uti-
liser les échantillons de lait collectés dans le cadre du
controle laitier traditionnel pour déterminer le taux de
BHB dans le sang d’'un animal, sans avoir a effectuer de
prélevement sanguin. Il est souligné que les termes
"échantillon" et "fluide" désignent des catégories diffé-
rentes, pour bien distinguer ce qui reléve de la nature
des fluides et ce qui reléve d’un prélévement particulier
issu d’un fluide donné.

[0021] La présente invention a ainsi pour objet un pro-
cédé de calibration d’un appareil de spectroscopie infra-
rouge pour réaliser des spectres en vue de déterminer
la concentration d’'un composant C1 dans un fluide F1
d’'un animal selon la revendication 1. Les techniques ba-
sées sur la spectroscopie infrarouge dans le domaine du
moyeninfrarouge (fréquences de 1000 cm-1a4000 cm™1)
sont déja utilisées dans l'industrie agro-alimentaire et no-
tamment dans l'industrie laitiére pour déterminer la con-
centration des constituants majeurs présents dans les
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produits biologiques tels que le lait, qui sont par exemple
les matiéres grasses, les protéines, le lactose, mais aussi
celles des composants mineurs au nombre desquels
I'urée, les acides organiques, les acides gras libres, ....
[0022] L’absorbance totale d’'un échantillon estla som-
me des absorbances de ses composants individuels
dans chacune de leurs plages d’absorption respectives.
Toutefois, si on prend le lait comme exemple particulier,
du fait de ses nombreux composants, les différents pics
du spectre se recouvrent. La quantité de lumiére absor-
bée dans une plage donnée n’est pas spécifique d’'un
seul composant, ce qui rend difficile, voire impossible,
une interprétation directe de la réponse du spectrométre
pour chaque composant et par suite empéche le calcul
précis de la concentration d’'un composant donné a partir
de I'absorbance de I'échantillon.

[0023] Pour surmonter ce probléme, on a générale-
ment recours a une calibration faisant appel a un modéle
mathématique permettant de séparer la contribution des
différents composants a I'absorption a une fréquence
donnée et de déterminer leur poids respectif dans le ré-
sultat de la mesure. Pour établir le modéle de calibration,
on analyse des échantillons tests représentatifs du mi-
lieu, d’'une part par une méthode d’analyse chimique
classique, et d’autre part a I'aide d’un systéeme spectro-
métrique, puis on définit les parameétres d’une relation
mathématique entre les deux séries de résultats. Le mo-
dele de calibration une fois établi, on 'applique au résultat
des mesures spectrométriques pour déterminer la con-
centration d’'un composant donné dans un échantillon,
en partant de la quantité de radiations absorbées a des
fréquences caractéristiques.

[0024] Ces méthodes sont connues en elles-mémes
et ne seront pas décrites plus précisément ici. L’homme
du métier est en mesure de réaliser de tels modéles par
les moyens connus de calibration multivariée a sa dis-
position. Les outils mathématiques applicables sont par
exemple : régression de type multiple linéaire ou non li-
néaire (MLR ou MnLR), moindres carrés partiels (PLS),
a composantes principales (PCR) ou a réseau de neu-
rones artificiels (ANN), dont les abréviations en anglais
figurent entre parenthéses. On dispose d’ors et déja de
tels modéles pour de nombreux composés. Le principe
est que les spectres obtenus pour le fluide étudié, et la
concentration d’'un composant de ce méme fluide, sont
utilisés pour établir le modéle mathématique prédictif.
Une fois établi, celui-ci permet de connaitre la concen-
tration d’'un composant dans un échantillon quelconque
dudit fluide, a partir du seul spectre infrarouge de cet
échantillon.

[0025] De maniére originale, selon l'invention, ce sont
les spectres obtenus pour un fluide autre que celui con-
tenant le composant recherché qui servent de base au
calcul du modéle prédictif : c’est a partir des spectres
d’absorption des seuls échantillons de fluide F2 qu’on
définit un modéle prédictif de la concentration du com-
posant C1 dans le fluide F1. Ainsi, a I'étape e), on se
fonde sur au moins une des plages spectrales corrélées,
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pour calculer un modele mathématique prédictif de la
concentration du composant C1 dans le fluide F1.
[0026] On peut donc a I'étape e), sélectionner sur le
spectre une ou plusieurs, et de préférence au moins trois
plages spectrales corrélées, et utiliser lesdites plages
spectrales des spectres d’absorption des échantillons de
fluide F2 pour calculer ledit modele mathématique pré-
dictif de la concentration du composant C1 dans le fluide
F1.Les plages corrélées que I'on sélectionne correspon-
dent de préférence aux bandes spectrales de plus forte
corrélation.

[0027] Les échantillons des fluides F1 et F2 provien-
nent d’animaux formant un lot représentatif, c’est-a-dire
des animaux qui constituent un ensemble reflétant la di-
versité du troupeau dans son milieu (diversité génétique,
d’alimentation, nombre de jours de lactation, saisons, cli-
mats...). Les critéres pour établir un ensemble statisti-
quement représentatif sont connus de ’homme du mé-
tier. On ajoute que cet ensemble devra aussi étre repré-
sentatif au regard de I'état métabolique motivant les me-
sures (par exemple, lors de la recherche d’'un composant
sanguin marqueur de troubles de la lactation, on sélec-
tionnera un lot d’animaux comprenant des vaches allai-
tantes). Le mode et la fréquence de préléevement doit
aussi étre en adéquation avec le probleme a diagnosti-
quer. Cet aspect est apparu important pour obtenir des
modéles prédictifs fiables. Dans le cadre de la présente
invention, il a pu étre mis en évidence qu'’il existe des
variations significatives du taux de BHB sanguin entre le
matin et le soir, ou en fonction de I'alimentation de I'ani-
mal. Ceci est possible notamment grace a la simplicité
du préléevement des échantillons qui peut se faire a I'oc-
casion du contrdle laitier, et aussi bien le matin que le
soir. Laméthode utilisée a pu mettre en évidence et pren-
dre en compte ces variations pour obtenir une calibration
robuste et fiable, a partir des échantillons prélevés et
d’échantillons composites (mélange de la traite du soir
et du matin qui est I'échantillon normalement utilisé dans
le cadre du contrble laitier).

[0028] Le fluide F2 doit contenir des quantités décela-
bles d’au moins un composant C2 qui a une relation di-
recte ou indirecte avec une voie métabolique du compo-
sant C1. Un composant C2 peut étre un produit ou un
coproduit direct ou indirect du métabolisme du compo-
sant C1, c’est-a-dire un produit ou coproduit d’une réac-
tion ou d’'une chaine de réactions ou le composant C1
est impliqué. Dans certains cas, le composant C2 peut
étre identique au composant C1. En général, le compo-
sant C1 est en lien avec un état métabolique particulier
éventuellement pathologique a diagnostiquer, dont il
peut étre la cause, ou au contraire une conséquence. Ce
probléme peut étre aussi bien d’origine endogéne (gé-
nétique, maladie, vache en état de gestation, déficit éner-
gétique, nombre de lactations...), qu’exogene (alimenta-
tion, saison, luminosité...).

[0029] Les composants C2 peuvent étre connus com-
me étant des produits dérivés de la voie métabolique du
composant C1 et pouvant se trouver in fine dans le fluide
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F2, a des quantités décelables par spectroscopie infra-
rouge. lls peuvent aussi ne pas avoir été identifiés com-
me tels. Le fait qu’'une corrélation entre des composants
C2 d'un fluide F2 et la concentration d’'un composant C1
d’'un fluide F1 soit trouvée a l'issue du procédé de cali-
bration met en évidence I'existence d’un effet physiolo-
gique, méme si on n’en connait pas toujours ni le méca-
nisme. Au-dela, le procédé inventif peut conduire a dé-
couvrir I'existence d’un lien physiologique jusque la igno-
ré entre composeés.

[0030] C’est un des avantages de la méthode selon
l'invention qu’il ne soit pas nécessaire de connaitre préa-
lablement la nature du ou des composants C2 pour établir
le modeéle prédictif. Il n’est pas obligatoire non plus de
les identifier durant la mise en oeuvre du procédé selon
l'invention, bien que, comme on le verra plus loin, c’est
possible et méme particulierement intéressant pour ac-
croitre la valeur prédictive du modéle et également pour
découvrir de nouvelles relations physiologiques.

[0031] LecomposantC1 estchoisi parmiceux quisont
enrelation avec un état physiologique particulier de I'ani-
mal, qu’il soit normal ou pathologique. Sa présence en
quantités plus ou moins élevées dans le fluide F1 est un
indice de I'état de I'animal et son dosage est un moyen
de surveillance des animaux et/ou de diagnostic d’'une
carence, d’un trouble pathologique, etc. La méthode de
référence utilisée pour son dosage a I'étape c), est une
méthode communément employée et généralement re-
connue par les spécialistes comme étant la plus précise
et fiable. Elle peut faire I'objet d'une norme.

[0032] Onavuqu’al’étape d), onidentifie surles spec-
tres d’absorption des échantillons de fluide F2 obtenus
en c), les plages spectrales qui sont corrélées avec la
concentration du composant C1 dans les échantillons de
fluide F1. Les plages spectrales corrélées peuvent étre
identifiées en calculant le coefficient de corrélation a cha-
que longueur d’onde du spectre entre la valeur d’absor-
bance et la valeur de référence du composant C1. Selon
une caractéristique préférée de linvention, elles sont
identifiées a I'aide d’algorithmes de régression multiva-
riée, dans l'intervalle de fréquences allant de 650 cm-"
a 4000 cm-1. De préférence, lesdites plages spectrales
corrélées sont choisies dans les intervalles de fréquen-
ces allant de 950 cm™! & 1620 cm™! et de 1680 cm™! a
3100 cm-1, car on sait que la zone comprise entre 1620
cm-1 et 1680 cm-! correspond & I'une des bandes d’ab-
sorption de I'’eau qui est difficilement exploitable.
[0033] Selon une caractéristique préférée du procédé
objet de l'invention, a I'étape a), les échantillons des flui-
des F1 et F2 dont on se munit a I'étape a) proviennent
de prélevements effectués simultanément sur chaque
animal d’'un lot d’animaux représentatifs, c’est-a-dire
qu’ils sont prélevés sur chaque animal du lot dans un
laps de temps réduit (par exemple dans la méme heure)
et en tous cas dans la méme période du cycle circadien.
Il est recommandé de conserver les échantillons en
chambre froide et d’y ajouter un conservateur, afin que
le fluide ne soit pas dénaturé avant de réaliser les ana-
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lyses. De la sorte, le lien susceptible d’exister entre la
composition des deux fluides a un instant t peut étre mis
en évidence en comparant les deux échantillons, et ce
lien est préservé méme si les analyses ne sont pas im-
médiates.

[0034] Selon une autre caractéristique préférée de I'in-
vention, les étapes b) a e) sont réalisées avec les échan-
tillons non dilués des fluides F1 et F2 prélevés a I'étape
a). Il est en effet recommandé d’utiliser des échantillons
naturels du fluide F2 afin de conserver la relation quan-
titative entre les composants de chacun des fluides F2
et F1. Par exemple, on utilisera des échantillons de lait
naturel afin de maintenir le lien entre composition san-
guine et composition du lait. L’adultération du lait avec
du BHB ou d’autres produits ou coproduits directs ou
indirects du métabolisme du composant C1 pour créer
une variation artificielle, n’est pas recommandée car elle
amoindrirait le lien de causalité.

[0035] Comme déja mentionné, la méthode ci-dessus
décrite peut étre mise en oeuvre sans connaitre la nature
exacte des composants de F2 pour lesquels une corré-
lation est trouvée a I'étape d). Cependant, et c’est un
avantage notable de la présente méthode, les spectres
infrarouges obtenus a I'étape c) peuvent étre utilisés de
maniéere a identifier les composants C2 spécifiques du
fluide F2 dont la concentration est en relation avec la
concentration du composant C1 dans le fluide F1.
[0036] Il peut étre commode pour identifier la nature
du ou des composants C2, de mettre enrelation le niveau
de corrélation obtenu avec chaque fréquence spectrale.
Lorsque les plages spectrales corrélées sont identifiées
a I'étape d), on calcule le coefficient de corrélation (r)
entre chaque point des spectres des échantillons du flui-
de F2 et les valeurs de référence de la concentration du
composant C1 dosée dans le fluide F1. Lorsqu’on repré-
sente la variation des coefficients de corrélation en fonc-
tion de la fréquence, on obtient un graphe, appelé "spec-
tre de corrélation”, qui fait apparaitre des maximums a
certaines fréquences : ce sont les fréquences pour les-
quelles la corrélation est la plus forte. Si on compare le
spectre de corrélation avec les spectres infrarouges de
différents composés répertoriés dans les bases de don-
nées, on voit apparaitre pour certains des composés une
superposition de pics (maximum d’absorbance) avecdes
plages de corrélation maximum : le composé en question
absorbe fortement aux fréquences des plages fortement
corrélées avec le composant C1. Ceciindique d’'une part
que ce composé particulier apporte une contribution im-
portante au modéle de calibration, et d’autre part qu'il
existe une relation entre le composant C1 et ce composé
C2 particulier. C’est ainsi que nous avons pu mettre en
évidence une corrélation significative entre le profil en
acides gras du lait et certains acides gras avec le BHB
du sang.

[0037] Certains composants du fluide F2 sont connus
comme étant des produits obtenus lors des réactions mé-
taboliques a partir du composant C1. Par exemple, on
sait qu’en cas d’acétonémie, le taux de BHB dans le sang
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augmente, et qu’on retrouve du BHB dans le lait, mais
aussi des acides gras et d’autres corps cétoniques. On
va donc s’orienter vers ces composants connus comme
étant des produits du métabolisme du BHB (composant
C1) ou associés directement ou indirectement aux pro-
bléemes métaboliques qui sont a I'origine des variations
de la concentration du BHB. On peut notamment établir
le spectre de corrélation et le comparer avec les spectres
infrarouges des différents acides gras, pour faire appa-
raitre des correspondances de maximums.

[0038] On peut aussi rechercher un composant C2,
dont on ne sait pas s'il est en relation métabolique avec
le composant C1, mais pour lequel on constate que le
spectre d’absorption présente une ou plusieurs bandes
caractéristiques qui coincidentavec une ou plusieurs des
bandes identifiées comme étant corrélées au composant
C1. Onvaalors se fonder sur la morphologie de spectres
répertoriés (dans des bases de données spectrales par
exemple) pour sélectionner des composants C2 et dé-
terminer une loi de corrélation entre leur concentration
dans le fluide F2 et le composant C1 du fluide F1.

[0039] Ainsi, selon linvention, le procédé de calibra-
tion comprend les étapes supplémentaires dans
lesquelles :

f)- on recherche parmi les composants susceptibles
d’étre présents dans le fluide F2, au moins un com-
posant C2 ayant au moins une fréquence d’absorp-
tion caractéristique qui coincide avec une des ban-
des localisées surle spectre pour lesquelles une cor-
rélation existe,

g)- on détermine la concentration dudit au moins un
composant C2 dans chacun des échantillons de flui-
de F2,

h)- on calcule la relation de corrélation R1 existant
entre i) les concentrations dudit au moins un com-
posant C2 dans le fluide F2 et ii) les concentrations
du composant C1 dans le fluide F1.

[0040] On dispose ainsi d’'un second modéle mathé-
matique prédictif de la concentration du composant C1
dans le fluide F1, a partir des seuls spectres du fluide
F2. Il va permettre de renforcer le pouvoir prédictif du
procédé de calibration. Les composants susceptibles
d’étre présents dans le fluide F2 sont ceux que 'homme
du métier connait comme entrant dans la composition
du fluide F2 des animaux sains ou malades. De maniere
particulierement originale et fructueuse, I'étape f) va aus-
si permettre d’identifier la nature de composants C2 qui
n’étaient pas jusqu’alors candidats a entrer dans la chai-
ne métabolique du composant C1.

[0041] llestanoterque de maniére alternative, on peut
omettre I'étape f). |l est possible de déterminer la nature
du ou des composants C2 corrélés a la teneur du com-
posant C1 en calculant directement le coefficient de cor-
rélation entre les valeurs de C2 dans le fluide F2 obte-
nues avec toutes les calibrations déja a disposition et le
composé C1. Cette étape permet de s’affranchir de I'éta-
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pe f en recherchant et en identifiant, parmi les compo-
sants pour lesquels une calibration existe déja (par
exemple, profil complet en acides gras, acides organi-
ques, fractions protéiques, glycoprotéines, glucides...),
la nature du composé C2 pour lequel on a trouvé une
corrélation.

[0042] Conformément a un mode de réalisation parti-
culier du procédé selon l'invention, a I'étape g), la con-
centration dudit au moins un composant C2 dans les
échantillons de fluide F2 peut étre déterminée a partir
des spectres infrarouges obtenus a I'étape c), a l'aide
d’'un modéle mathématique prédéterminé s’appliquant
spécifiquement audit composant C2. C’est une démar-
che connue de ’'hnomme de l'art, qui sait réaliser une ca-
libration multivariée a partir d’'une série de spectres in-
frarouges.

[0043] A noter que pour étre exploitable, la concentra-
tion du composant C2 dans les échantillons du fluide F2
devra étre déterminée en régime de routine, en méme
temps que la concentration des autres composants.
L’analyseur infrarouge devra donc étre équipé d’une ca-
libration propre au composant C2 qui permettra d’obtenir
la valeur de la concentration de C2 par analyse du spec-
tre infrarouge du fluide F2. Sila nature de C2 est connue,
on pourra utiliser des modéles prédictifs préexistants. Si
cette calibration n’est pas déja disponible, on prendra la
précaution de doser la teneur du composant C2 dans le
fluide F2 par la méthode de référence pour ce compo-
sant, et de développer le modéle correspondant.
[0044] La démarche ci-dessus exposée peut s’appli-
quer a un composant tel qu’un acide gras particulier, ou
a un groupe de composants, par exemple aux acides
gras saturés ou insaturés pris ensemble. Elle peut éga-
lement prendre en compte des contributions combinées
de plusieurs composants au travers d’un indicateur com-
plexe. Dans ce cadre, les étapes f), g) et h) du procedé
selon linvention peuvent étre réalisées de la maniére
suivante :

f')- on recherche parmiles composants susceptibles
d’étre présents dans le fluide F2, n composants C2n
ayant chacun au moins une fréquence d’absorption
caractéristique qui coincide avec au moins une des
bandes localisées sur le spectre pour lesquelles une
corrélation existe,

g’)- on détermine la concentration desdits n compo-
sants C2n dans chacun des échantillons de fluide
F2,

h’)- on calcule la valeur d’un indicateur Ic proportion-
nel a la concentration d’'un au moins desdits n com-
posants C2n,

h")- on calcule la relation de corrélation R2 existant
entre i) les valeurs de l'indicateur Ic dans le fluide
F2 et ii) les concentrations du composant C1 dans
le fluide F1.

[0045] La définition d'un tel indicateur permet de pren-
dre en compte différents composés se retrouvant dans

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

le fluide F2 produits par une voie métabolique, toujours
complexe, un seul composé pouvant étre soumis a des
variations ou a des influences variées. C’est le cas no-
tamment lorsqu’une pathologie se déclare. Les compo-
sés marqueurs de cette pathologie peuvent se trouver a
des concentrations trés différentes dans les fluides F1
et F2 des animaux sains et des animaux malades.
[0046] L’indicateur Ic est proportionnel a la concentra-
tion d’'un au moins desdits n composants C2n. Il peut
ainsi étre directement ou inversement proportionnel a la
teneur d’'un composant C2 déterminé. Il peut étre un rap-
port des teneurs de deux composants C2a et C2b pour
lesquels une corrélation existe, ou bien l'indicateur Ic
peut étre basé sur un composant C2n combiné a un autre
composant non corrélé avec le composant C1. Un tel
indicateur peut étre par exemple le rapport entre les ma-
tieres grasses et le taux protéique (MG/TP), ou encore
le rapport entre certains acides gras et le taux protéique,
etc.

[0047] Selon une caractéristique préférée de I'inven-
tion, la concentration desdits composants C2n dans les
échantillons de fluide F2 estdéterminée a partir des spec-
tresinfrarouges obtenus aI'étape c), al'aide d’'un modéle
mathématique prédéterminé s’appliquant auxdits com-
posants C2n. Comme indiqué précédemment, I'analy-
seur infrarouge devra étre équipé d’un modéle de pré-
diction propre a chacun des composants C2n impliqué
dans l'indicateur, préexistant ou s’il n’est pas disponible,
développé a cette occasion par une méthode de calibra-
tion multivariée. Si besoin, il faudra utiliser la méthode
de référence pour doser chaque composant C2n et dé-
velopper les modeéles correspondants.

[0048] Selon une caractéristique intéressante du pro-
cédé objet de linvention, le fluide F1 est le sang d’'un
animal sain ou malade, et le fluide F2 est un autre fluide
dudit animal sain ou malade, choisi parmile lait ou I'urine.
Le lot des animaux choisis sera constitué dans les regles
de l'art, de maniére a disposer d’un échantillonnage re-
présentatif, pour une calibration robuste. Par exemple,
pour la détection des cétoses, on sélectionnera les va-
ches de plusieurs élevages de la région concernée, et
on prélévera des échantillons de lait matin et soir sur
toutes les vaches entre 3 et 7 semaines de lactation,
plusieurs fois par semaine durant un mois. L’échantillon-
nage devra également étre représentatif des différentes
races d’animaux et pourra aussi prendre en compte les
systémes d’alimentation qui seront testés ensuite par le
modele.

[0049] Dansle procédé selonlinvention, le composant
C1 est de préférence une substance dont la concentra-
tion dans le fluide F1 est un indice (direct ou indirect)
d’un trouble ou d’un état métabolique particulier. Notam-
ment, le composant C1 peut étre un corps cétonique, un
acide gras, un glucide, une protéine, une glycoproteine,
ou une hormone. On sait que les corps cétoniques sont
des marqueurs de 'acétonémie. La glycémie sanguine
est également souvent recherchée, ainsi que le taux
d’hormones, notamment la progestérone. Des glycopro-
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téines sanguines comme la lactoferrine ou les glycopro-
téines associées a la gestation (PAG) sont également
recherchées. Ces analyses sont actuellement conduites
sur échantillons sanguins, mais pourront étre simplifiées
ou améliorées par dosage indirect dans le lait de com-
posés dérivés, grace au procédé de calibration selon I'in-
vention.

[0050] De maniere préférée, selon l'invention, le com-
posant C1 est le BHB (B-hydroxybutyrate), présent dans
le sang d’'un animal sain, en état de déficit énergétique
ou en état d’acétonémie. En effet, le BHB est beaucoup
plus stable que les autres corps cétoniques et présente
de ce fait un plus grand intérét : il est devenu le principal
marqueur des cétoses. Cependant, comme indiqué plus
haut son dosage dans le lait est peu fiable, car son taux
dans le lait est bien plus faible que dans le sang (proche
ou sous la limite de détection par spectroscopie moyen
infrarouge). En outre, les taux de BHB et d’acétone du
lait chutenttrés rapidement en I'absence de réfrigération,
condition qui ne peut pas étre remplie aisément dans le
cadre du contrble laitier.

[0051] Selonunmode de réalisationintéressantde I'in-
vention, ledit au moins un composant C2 peut étre choisi
parmi les composants connus comme ayant une relation
directe ou indirecte avec une voie métabolique du com-
posant C1. lls peuvent par exemple étre connus comme
étant des produits (directs ou indirects) du métabolisme
du composant C1, ou associés (directement ou indirec-
tement) aux problémes métaboliques, dont on souhaite
déterminer la concentration dans le fluide F1. Certains
composants du fluide F2 sont connus comme étant des
produits obtenus lors des réactions métaboliques a partir
du composant C1. Le métabolisme concerné peut étre
normal ou pathologique, auquel cas le composant C2 est
un marqueur du probléme métabolique recherché. C2
est donc dans ce cas un produit d’'une réaction ou d’une
chaine de réactions dont le composant C1 (ou le proble-
me métabolique) est a l'origine. Les études sur le méta-
bolisme animal fournissent des indices quant aux rela-
tions physiologiques susceptibles de fournir de telles re-
lations. Cependant, jusqu’a présent, ces connaissances
n’ont pas été mises a profit pour le dosage indirect des
composeés du sang (ou d’un autre fluide). Le ou les com-
posés C2 sélectionnés sont analysés a partir d'un méme
spectre, en utilisant au moins une bande d’absorption du
composant C2 concerné présent a des quantités déce-
lables dans le fluide F2. Il va de soi qu’une quantité dé-
celable dans le fluide F2, peut ne pas I'étre dans le fluide
F1 (ou de maniére insuffisamment fiable et précise).
[0052] De maniére alternative ou complémentaire, se-
lon I'invention, ledit au moins un composant C2 peut étre
un composant nouvellement identifié a I'issue de I'étape
f) comme ayant une relation directe ou indirecte avec
une voie métabolique du composant C1. C’est un avan-
tage notable de la présente méthode que de permettre
d’identifier des composants dont la relation avec un pro-
bléme métabolique était jusqu’a lors ignorée, et d’en dé-
terminer la nature exacte, grace aux spectresinfrarouges
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obtenus a I'étape c).

[0053] Selon un mode de réalisation particulier du pro-
cédé objet de l'invention, ledit un au moins composant
C2 est un composant présent dans le lait d’'un animal
sain, en état de déficit énergétique ou d’acétonémie,
choisi parmi les matiéres grasses, les protéines, les gly-
coprotéines les glucides. Le composant C2 peut étre no-
tamment une famille d’acides gras ou un acide gras
spécifique ; les protéines, une famille de protéines ou
une protéine spécifique ; les glycoprotéines, une famille
de glycoprotéines ou une glycoprotéine spécifique ; les
glucides, une famille de glucide ou un glucide spécifique.
Les bandes caractéristiques sur les spectres infrarouges
de ces composés ou groupes de composés sont réper-
toriées, de sorte qu’une personne du métier sait exploiter
les données spectrales les concernant. Par exemple,
dans le cas de la détermination du BHB sanguin, le com-
posant C2 peut étre un corps cétonique, un acide gras
ou une famille d’acides gras, dans la mesure ou ces com-
posés ont une relation avec la voie métabolique du BHB.
[0054] De préférence, selon linvention, ledit un au
moins composant C2 est un acide gras insaturé non es-
térifié, de préférence I'acide oléique ou I'acide stéarique.
En effet, dans le cas de la détermination du BHB sanguin
a partir du spectre du lait, nous avons établi qu’il existe
une corrélation importante entre le taux de BHB sanguin
et le profil en acides gras du lait (acides gras saturés,
acides gras insaturés, mono et poly insaturés...) et tout
particulierement avec les acides gras insaturés, les aci-
des oléique et stéarique.

[0055] Dans un mode de réalisation particulierement
intéressant de I'invention, I'indicateur Ic est définicomme
étant le rapport entre le taux d’'un acide gras ou d’'une
classe d’acides gras, (par exemple les acides gras satu-
rés ou insatureés) et le taux protéique.

[0056] Le procédé décrit ci-dessus est destiné a para-
métrer un appareil de spectroscopie infrarouge, en vue
de réaliser des analyses de routine dans les élevages,
ou des analyses dans le cadre d’études scientifiques.
C’est pourquoi un autre objet de la présente invention
estun procédé de détermination de la concentration d’'un
composé C1 dans un fluide F1 d’un animal, mettant en
oeuvre un appareil de spectroscopie infrarouge pour réa-
liser des spectres d’absorption, procédé qui comprend
I'utilisation d’'un procédé de calibration dudit appareil de
spectroscopie tel que décrit ci-avant, pour enregistrer
(toutes) les informations spectrales d’un échantillon d’'un
fluide F2 dudit animal, différent du fluide F1, ledit fluide
F2 contenant au moins un composant C2 ayant une re-
lation directe ou indirecte avec une voie métabolique du
composant C1.

[0057] Commeexpliqué précédemment, le composant
C1 peut étre a l'origine de la voie métabolique aboutis-
santa C2, ou il peut résulter d’'un probléme métabolique
particulier qui est recherché. On détermine directement
la concentration de C1 dans le fluide F1, al'aide du spec-
tre réalisé avec I'échantillon de fluide F2, sans avoir iden-
tifié la nature du composant C2. Plusieurs composants
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C2, produits directs ou indirects du métabolisme du com-
posant C1, peuvent étre présents dans le fluide F2, et
servir chacun, séparément ou ensemble, a la prédiction
de la teneur de C1 dans le fluide F1, puisque tous les
composants présents dans le fluide F2 laissent leur em-
preinte sur le spectre infrarouge.

[0058] On peut également déterminerla concentration
d’un composant C1 dans un fluide F1 d’un animal, a partir
de composants C2 du fluide F2, dont la nature a été préa-
lablement identifiée. Selon cette variante de l'invention,
le procédé de détermination de la concentration d’'un
composant C1 dans un fluide F1 d’'un animal, mettant en
oeuvre un appareil de spectroscopie infrarouge pour réa-
liser des spectres d’absorption, comprend I'utilisation
d’'un procédé de calibration dudit appareil de spectros-
copie tel que décrit plus haut, pour mesurer dans un
échantillon d’un fluide F2 dudit animal, différent du fluide
F1, des quantités décelables d’au moins un composant
C2 déterminé qui est un produit direct ou indirect du mé-
tabolisme du composant C1. Le composant C2 est ici
prédéterminé dans sa nature, c'est-a-dire qu’il est déja
connu de I'art antérieurement ou bien qui a été identifié
préalablement a la mise en oeuvre du présent procédé
de détermination. Cette connaissance de la nature du
composant C2 va orienter le choix des plages spectrales
pertinentes utilisées pour la calibration préalable aux dé-
terminations de routine, et en renforcer le pouvoir pré-
dictif.

[0059] Est plus particulierement objet de la présente
invention, un procédé de détermination de la concentra-
tion en BHB dans le sang d’'un animal, mettant en oeuvre
un appareil de spectroscopie infrarouge pour réaliser des
spectres d’absorption, le procédé comprenant I'utilisa-
tion d’'un procédé de calibration d’'un appareil de spec-
troscopie infrarouge, pour mesurer dans un échantillon
de lait dudit animal une concentration décelable d’au
moins un composant, choisi parmi les acides gras insa-
turés, de préférence I'acide oléique ou I'acide stéarique,
et le taux protéique. On détermine ainsi la concentration
en BHB sanguin directement a partir du spectre du lait.
[0060] Grace ala méthode ici décrite, il est désormais
aisé de réaliser un suivi systématique de I'état de santé
des animaux ou de leur état physiologique dans le cadre
de la prévention des troubles tels que I'acétonémie des
vaches allaitantes. La détermination indirecte du taux de
BHB sanguin peut étre utilisée pour suivre I'évolution du
taux de BHB sanguin d’'un animal au cours du temps
(d’'un contrdle a un autre) et également pour comparer
le taux de BHB d’un animal par rapport au taux de BHB
du troupeau. Un animal en état d’acétonémie est ainsi
rapidement repéré.

[0061] Le procédé inventif a de nombreuses applica-
tions. Par exemple, il peut étre appliqué a la détermina-
tion de la concentration en glycoprotéines (PAG) du sang
a partir d’'une analyse spectroscopique d’un échantillon
de son lait afin de déterminer rapidement, précocement
et précisément la concentration en PAG du sang et donc
son état de gestation.
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[0062] Grace au procédé selon l'invention, quatre ap-
proches sont désormais possibles :

1- Détermination directe du composant C1 de F1 a
partir du spectre de F2 (lait) sur la base d’une cali-
bration multivariée.

2- ldentification de composants C2 corrélés directe-
ment ou indirectement au composant C1 pour pré-
dire C1 directement ou en relation avec 1) afin
d’améliorer le diagnostic du probléme métabolique.
3- Utilisation de ratio de composants C2 (indicateur
Ic) corrélés directement ou indirectement au com-
posant C1 pour prédire C1directement ou enrelation
avec 1) afin d’améliorer le diagnostic du probléme
métabolique.

4- Détermination directe du composant C1 dans F1
en relation avec (2) ou (3)

[0063] De manieregénérale,le procédéobjetdelapré-
sente invention est beaucoup plus rapide et moins oné-
reux que les méthodes précédemment employées. Il per-
met des analyses non invasives et qui peuvent étre sys-
tématisées et répétées frequemment. Il permet une ana-
lyse simultanée de I'ensemble des composants du milieu
soumis a la spectroscopie, contrairement aux méthodes
chimiques conventionnelles. Il ouvre la possibilité d’éla-
borer un diagnostic complet (matiere grasse, protéines,
lactose, profile en acides gras du lait...).

[0064] La présente invention sera mieux comprise, et
des détails en relevant apparaitront, grace a la descrip-
tion qui va étre faite d’'une de ses variantes de réalisation,
en relation avec les figures annexées, dans lesquelles :

La fig. 1 représente la relation entre les valeurs de
la concentration en BHB dans le sang obtenues par
mesure chimique directe (méthode de référence), et
les valeurs du BHB sanguin obtenues par un modéle
de prédiction établi a partir du spectre IR de 696
échantillons de lait, selon I'invention.

Lafig. 2 représente le développement de l'indicateur
Acide Oléique (AO)/Taux Protéique (TP) pour la pré-
diction des cétoses a partir du spectre IR de 696
échantillons de lait.

Lafig. 3représente le développement de l'indicateur
Acide Stéarique (AS)/Taux Protéique (TP) pour la
prédiction des cétoses a partir du spectre IR de 696
échantillons de lait.

La fig. 4 représente I'utilisation du rapport MG/TP
pour la prédiction des cétoses a partir du spectre IR
de 696 échantillons de lait, (non satisfaisant).

La fig. 5 représente les coefficients de régression B
du modéle, en fonction de la fréquence d’absorption.
La fig. 6 représente le spectre de corrélation mon-
trant la variation entre i) les coefficients de corréla-
tion entre BHB Sang et le spectre infrarouge du lait.
La fig. 7 montre la superposition du méme spectre
de corrélation avecle spectre infrarouge d’'un échan-
tillon de créme.
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La fig. 8 est un spectre d’absorption infrarouge du
BHB dans de I'eau a la concentration de 0,71 mmol/l
(73,9 mg/l) et un spectre de lait.

La fig. 9 représente une carte a deux dimensions
des seuils de détection pour les deux variables AO
et TP.

La fig. 10 est un graphe mettant en évidence I'amé-
lioration de la prédiction du BHB sanguin a I'échelle
du troupeau.

EXEMPLE 1

[0065] La démarche ci-aprés présentée a été mise en
oeuvre pour réaliser la calibration d’'un spectromeétre, en
vue déterminer la teneur en BHB dans le sang de vaches
allaitantes, a partir des spectres infrarouges d’échan-
tillons de lait.

1) On collecte au moins 100 échantillons de lait, de
préférence entre 100 a 300 échantillons, chacun cor-
respondant a une vache individuelle. L’échantillon-
nage est fait en tenant compte des systémes d’ali-
mentation variés, des races variées et du probléme
métabolique a détecter. Par exemple on sélection-
nant des vaches saines et en état d’acétonémie.
Idéalement, on collecte entre 300 et 1000 échan-
tillons représentatifs de la zone de collecte.

2) Les échantillons de lait sont réfrigérés a 4°C im-
médiatement aprés le prélevement afin de maintenir
leur intégrité et éviter I'évaporation de certains com-
posants. En effet, la concentration des corps céto-
niques dans le lait décroit trés rapidement, en quel-
ques heures, en I'absence de réfrigération. Un con-
servateur y est ajouté afin de maintenir leur intégrité
jusqu’a leur analyse.

3) En méme temps que le lait, on préléve sur chaque
vache un échantillon de sang, afin de maintenir le
lien temporel/causal/métabolique entre la composi-
tion du lait et du sang et d’obtenir une corrélation
optimale. On le réfrigére immédiatement.

4) On effectue les analyses de la teneur en BHB
dans les échantillons de sang par la méthode de
référence, en I'occurrence avec le lecteur OPTIUM
XCEED®. Les valeurs obtenues sont stockées dans
une mémoire d’une unité centrale.

5) Onréalise le spectre complet (650-4000 cm-1) des
échantillons de lait sur un analyseur moyen infrarou-
ge atransformée de Fourier (IRTF). Les échantillons
sont d’abord chauffés dans un bain-marie a une tem-
pérature comprise entre 38°C et 42°C, pendant 20
minutes au maximum, afin d’homogénéiser la ma-
tiere grasse dans le flacon. L’analyseur infrarouge
est équipé d’'une pompe haute pression et d’'un ho-
mogéneisateur afin casser les globules gras, pour
que leur diamétre soit inférieur a la plus petite lon-
gueur d’onde utilisée dans le développement du mo-
dele de calibration. Ces conditions expérimentales
sont importantes car la zone spectrale utilisée
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(2800-3000 cm-1) pour déterminer le profil en acide
gras du lait est trés sensible a la taille des globules
gras. Les spectres infrarouges sont enregistrés
automatiquement dans l'unité centrale.

6) Les valeurs BHB obtenues par la méthode de ré-
férence sont éditées dans le logiciel de chimiométrie
et sont confrontées aux spectres pour développer le
modéle de calibration : définir les zones spectrales
et les B coefficients de régression du modéle per-
mettant de prédire la concentration en BHB du sang
de I'animal a partir de son échantillon de lait.

[0066] Lafig. 5 représente les coefficients B du mode-
le. La fig. 1 illustre la valeur prédictive du modéle ainsi
développé, en mettant en regard les valeurs des concen-
trations du BHB mesurées dans le sang avec celles ob-
tenues a partir des spectres infrarouges du lait.

[0067] Il est a remarquer que le modéle de calibration
a été développé sur la base d’échantillons de laits natu-
rels, représentatifs des animaux atteints des désordres
métaboliques qu’on cherchait a diagnostiquer. Une sé-
lection préalable a été faite aprés étude approfondie de
vaches représentatives dans plusieurs élevages de la
région (< 100 jours de lactation). Le prélevement des
échantillons de lait dans s’est déroulé dans le cadre du
contrble laitier (matin et/ou soir) sur toutes les vaches
sélectionnées, plusieurs fois par semaine au cours d’'un
mois (656 échantillons prélevés), avec remplissage com-
plet des flacons d’analyse (pas de volume mort pour li-
miter I'évaporation). Les échantillons de sang ont été pré-
levés au niveau de la queue lors de chaque prélevement
de lait. On proceéde a la réfrigération immédiate des
échantillons de lait a 4°C et on ajoute un conservateur
tel que du bronopol (2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol)
afin de limiter 'évaporation des corps cétoniques.

Résultats

[0068] Il est apparu qu’une prédiction rapide et fiable
de la teneur en BHB du sang a partir d'un spectre infra-
rouge d’'un échantillon de lait était possible. Le procédé
ci-dessus a été mis en oeuvre sur 696 échantillons de
lait de vache. Le modéle de calibration BHB du sang
développé (voir fig.1) a partir des spectres infrarouges
de lait et la concentration en BHB du sang donne un
coefficient de corrélation (r) de 0,7370 et un écart type
de prédiction de 0,39 mmol/l (40,6 mg/l). Cette précision
est suffisante pour la détection potentielle et systémati-
que des cétoses en routine dans le cadre du contrble
laitier a une cadence analytique maximale de 600 ana-
lyses/heure.

[0069] Nos travaux ont montré que la variation journa-
liere (matin/soir) du taux de BHB sanguin pouvait étre
trés importante. Le choix de I'échantillonnage a joué un
réle dans le succés du développement d’'un modéle de
calibration robuste qui intégre non seulement les varia-
tions de concentration des corps cétoniques mais aussi
les variations de concentration des autres composants
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majeurs ou mineurs induites par le désordre métabolique
ciblé, en particulier les variation de la composition en
acides gras. Le spectre moyen infrarouge est une em-
preinte parfaite de la composition chimique et organique
du lait et un miroir de I'état général de la vache. Il est
donc trés important de développer des modéles de cali-
bration sur la base d’échantillons de laits naturels, repré-
sentatifs de vaches saines et de vaches atteintes de ces
désordres métaboliques.

EXEMPLE 2

[0070] Une identification des composants C2 du lait
pour lesquels une corrélation existe avec la concentra-
tion en BHB sanguin a été effectuée. On a déterminé a
partir des spectres des échantillons de lait, les zones
spectrales qui sont corrélées avec la concentration en
BHB du sang (et on les intégrées dans modele de pré-
diction, comme expliqué a I'exemple 1).

[0071] Pour déterminer la nature des composants C2
du lait (ou d'un indicateur Ic) corrélés a la teneur en BHB,
la démarche adoptée a été la suivante :

- Calcul du coefficient de corrélation entre chaque
point des spectres de lait et les valeurs de référence
du BHB.

- Représentation graphique du "spectre de corréla-
tion" (voir fig. 6) : il permet de visualiser quelles sont
les zones spectrales corrélées au BHB du sang.

- Comparaison avec le spectre infrarouge de diffé-
rents composants du lait. Le spectre d’'un échantillon
de créme a été mis en regard du spectre de corré-
lation (voir fig. 7).

[0072] Le "spectre de corrélation" obtenu met claire-
ment en évidence les zones spectrales associées a la
matiére grasse et par conséquent au profil en acides gras
du lait. Les bandes spectrales les mieux corrélées entre
les spectres de lait et les valeurs de référence du BHB
dansle sang correspondent aux principales bandes d’ab-
sorption des acides gras, a savoir 1170 cm-', 1380 cm-1,
1450cm-1,1750cm-1,2850 cm-1et 2930 cm-". Le spectre
de corrélation indique donc que le profil en acides gras
du lait a un lien prépondérant (une variable explicative)
direct ou indirect avec le taux de BHB sanguin. Ce résul-
tat ne pouvait pas étre obtenu directement a partir de la
concentration en BHB dans le lait. En effet, comme on
le voit sur la fig. 8, le spectre du BHB a deux bandes
d’absorption charactéristiques & 1400 cm-1 et 1560 cm-".
Le spectre de corrélation entre les spectres de lait et le
BHB Sang (fig. 8) ne met pas en évidence une corres-
pondance particuliére au niveau des pics charactéristi-
ques du BHB. Le taux de BHB sanguin est beacoup plus
corrélé a la composition en acides gras du lait qu’'a la
teneur du lait en BHB.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

12

EXEMPLE 3

[0073] Nous avons ensuite calculé les coefficients de
corrélation des différents acides gras présents dans le
lait et la concentration du BHB dans le sang. Cette der-
niére étape nous a permis de déterminer quels étaient
les acides gras du lait les plus corrélés a la teneur en
BHB du sang, et de les utiliser comme indicateurs pour
affiner le diagnostic des cétoses ou d’un déficit énergé-
tique.

[0074] Lesacidesgras pourlesquelslacorrélation était
la plus forte sont I'acide oléique et I'acide stéarique. Si
la présence d’acide oléique et sa corrélation a la teneur
au BHB du sang était attendues pour des raisons phy-
siologiques connues, l'intérét d’autres acides gras, com-
me l'acide stéarique, a été mis en évidence par notre
étude. Sur les 696 échantillons analysés, les coefficients
de corrélation entre les taux d’acide oléique et acide stéa-
rique avec le taux de BHB sanguin sont respectivement
de 0,52 et 0,58. On voit ainsi que ces deux acides gras,
et le profil en acide gras général du lait, ont un poids
important dans le modele de prédiction du BHB sanguin.
La méthode selon l'invention a aussi permis de définir
des indicateurs Ic plus performants. Elle a mis en évi-
dence que les rapports AO/TP (taux d’acide oléique /
taux protéique) et AS/TP (taux d’acide stéarique / taux
protéique) étaient de meilleurs indicateurs de la cétose
que le rapport MG/TP (matiere grasse / taux protéique)
utilisé actuellement. On précise qu’un rapport MG/TP >
1,5 est généralement indicateur d’'une cétose. Sur les
696 échantillons analysés, nous avons obtenu une cor-
rélation (r) entre AO/TP, AS/TP et les valeurs BHB du
sang mesurées par le lecteur Optium Xceed® respecti-
vement de 0,66 (fig.2) et 0,66 (fig.3). Par contre la cor-
rélation enter MG/TP etles valeurs BHB du sang n’étaient
que de 0,39 (fig.4). On constate donc une amélioration
de 40,9% par rapport a l'indicateur MG/TP actuellement
utilisé.

[0075] La détermination de certains composants C2
du lait corrélés directement ou indirectement au BHB (en
l'occurrence de l'indicateur Ic = AO/TP) a permis d’affiner
encore le diagnostic d’acétonémie. On peut en effet éta-
blir des seuils de détection pourles deux variables AO/TP
et BHB, et mettre en forme une carte a deux dimensions
comme montré a la figure 9. Les échantillons/animaux
correspondant aux points du graphe entourés sont en
état d’acétonémie. Les élevages disposent ainsi d’'un
outil de diagnostic de I'acétonémie.

Conclusion

[0076] Leszones spectrales corrélées avecla concen-
tration du composé recherché ont été directement iden-
tifiees par les algorithmes de régression multivariée (tels
que PLS) avec le calcul des coefficients B de régression.
Le calcul du spectre de corrélation peut étre utilisé a la
place des B coefficients, ou bien en complément, pour
essayer de déterminer la nature du composant C2 cor-



21 EP 3 058 341 B1 22

rélé au composant C1, en I'occurrence la nature de I'aci-
de gras. Le spectre de corrélation a permis de mettre en
évidence que c’est le profil en acide gras du lait qui était
le plus corrélé au taux de BHB sang. La concentration
des principaux acides gras du lait a ensuite été détermi-
née par des calibrations multivariées et on a déterminé
celui/ceux qui étaient les plus corrélés au BHB du sang.

EXEMPLE 4

[0077] On avu que la détection des corps cétoniques
dans le lait est une méthode peu fiable, dont I'objectif est
uniquement de déterminer la concentration de ce com-
posédansle lait, etne prend en compte que cette variable
pour essayer d’expliquer le trouble métabolique. Au con-
traire, l'invention repose sur une approche qui prend en
compte toutes les variables afin d’établir un lien direct
entre la composition du lait et la concentration du BHB
(composant C1) dans le sang. Le modéle prédictifintegre
les traces de corps cétoniques présentes éventuellement
dans le lait, mais surtout toutes les variables et données
qui sont liées directement ou indirectement au BHB san-
guin et au probleme métabolique a diagnostiquer. De ce
fait, la prédiction en est significativement améliorée.
[0078] Par exemple, 'amélioration de la prédiction du
BHB sanguin a I'échelle du troupeau ou par groupe de
vaches a été mise en évidence en calculant la moyenne
de laréférence et des valeurs prédites par troupeau. Les
résultats sont reportés sur le graphe présenté a la figure
10.

[0079] Le niveau d’alerte pour le BHB sang est typi-
quement de 1,4 mmol/l. Les troupeaux ayant un proble-
me d’acétonémie ou de déficit énergétique peuvent ainsi
étre facilement détectés grace a notre méthode.

Revendications

1. Procédé de calibration d’'un appareil de spectrosco-
pie infrarouge destiné a réaliser des spectres en vue
de déterminer la concentration d’'un composant C1
dans un fluide F1 d’'un animal, ledit procédé étant
caractérisé en ce qu’il comprend les étapes con-
sistant a :

a)- se munir d’échantillons dudit fluide F1 etd’'un
fluide F2 différent du fluide F1, provenant de
chaque animal appartenant a un lot d’animaux
représentatifs, le fluide F2 contenant des quan-
tités décelables d’au moins un composant C2
qui est un produit ou un coproduit direct ou in-
direct du métabolisme du composant C1,

b)- mesurer la concentration du composant C1
dans les échantillons de fluide F1 a I'aide d’'une
méthode de référence, et enregistrer les valeurs
de référence obtenues dans une mémoire d’'une
unité centrale,

c)- réaliser le spectre d’absorption IR complet
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des échantillons de fluide F2 dans l'intervalle de
fréquences allant de 650 cm™! & 4000 cm-!, et
enregistrer les spectres obtenus dans une mé-
moire de ladite unité centrale,

d)- Calculer le coefficient de corrélation a cha-
que longueur d’onde des spectres d’absorption
obtenus en c) entre les valeurs d’absorbance
des échantillons de fluide F2 et les valeurs de
référence du composant C1 et identifier les pla-
ges spectrales pour lesquelles les valeurs d’ab-
sorbance sont corrélées avec les valeurs de ré-
férence de la concentration du composant C1
dans les échantillons de fluide F1, et

e)- calculer en se fondant sur au moins une des-
dites plages spectrales des spectres d’absorp-
tion des échantillons de fluide F2, un modéle
mathématique prédictif de la concentration du
composant C1 dans le fluide F1.

2. Procédé selonlarevendication 1, caractérisé en ce
que al'étape d), lesdites plages spectrales corrélées
sont identifiees a I'aide d’algorithmes de régression
multivariée, dans l'intervalle de fréquences allant de
650 cm-1 &4 4000 cm-1.

3. Procédé selon l'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que les échantillons des flui-
desF1etF2donton se munital’étape a) proviennent
de prélévements effectués simultanément sur cha-
que animal d’un lot d’animaux représentatifs.

4. Procédé selon 'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes
supplémentaires dans lesquelles :

f)- on recherche parmi les composants suscep-
tibles d’étre présents dans le fluide F2, au moins
un composant C2 ayant au moins une fréquence
d’absorption caractéristique qui coincide avec
une des bandes localisées sur le spectre pour
lesquelles une corrélation existe,

g)-on détermine la concentration duditau moins
un composant C2 dans chacun des échantillons
de fluide F2,

h)- on calcule la relation de corrélation R1 exis-
tant entre i) les concentrations dudit au moins
un composant C2 dans le fluide F2 et i) les con-
centrations du composant C1 dans le fluide F1.

5. Procédé selon l'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce qu’il comprend les étapes
supplémentaires dans lesquelles :

f’)- on recherche parmiles composants suscep-
tibles d’étre présents dans le fluide F2, n com-
posants C2n ayant chacun au moins une fré-
quence d’absorption caractéristique qui coinci-
de avec au moins une des bandes localisées



10.

1.

12.

13.

23

sur le spectre pour lesquelles une corrélation
existe,

g’)- on détermine la concentration desdits n
composants C2n dans chacun des échantillons
de fluide F2,

h’)- on calcule la valeur d'un indicateur Ic pro-
portionnel a la concentration d’un au moins des-
dits n composants C2n,

h")- on calcule la relation de corrélation R2 exis-
tant entre i) les valeurs de l'indicateur Ic dans le
fluide F2 et ii) les concentrations du composant
C1 dans le fluide F1.

Procédé selon I'une quelconque des revendications
précédentes, caractérisé en ce que le fluide F1 est
le sang d’'un animal sain ou malade, et le fluide F2
estun autre fluide dudit animal sain ou malade, choisi
parmi le lait, I'urine.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que le composant C1 estune
substance dontla concentration dans le fluide F1 est
un indice direct ou indirect d’'un trouble métabolique
ou d’un état métabolique particulier.

Procédé selon la revendication précédente, carac-
térisé en ce que le composant C1 est un corps cé-
tonique, un acide gras, un glucide, une protéine, une
glycoprotéine ou une hormone.

Procédé selon la revendication précédente, carac-
térisé en ce que le composant C1 est le BHB (B-
hydroxybutyrate), présent dans le sang d’'un animal
sain, en état de déficit énergétique ou en état d’acé-
tonémie.

Procédé selon une des revendications 4 8 9, carac-
térisé en ce que ledit au moins un composant C2
est un composant, connu ou nouvellement identifié
a l'issue de I'étape f), comme ayant une relation di-
recte ou indirecte avec une voie métabolique du
composant C1.

Procédé selon I'une quelconque des revendications
précédentes, caractérisé en ce que ledit un au
moins composant C2 est un composant présent
dans le lait d’'un animal sain, en état de déficit éner-
gétique ou d’acétonémie, choisi parmi les acides
gras, les protéines, les glycoprotéines, les glucides.

Procédé selon la revendication précédente, carac-
térisé en ce que ledit un au moins composant C2
est un acide gras insaturé non estérifié, de préféren-
ce l'acide oléique ou l'acide stéarique.

Procédé selon larevendication 5, caractérisé en ce
que l'indicateur Ic est défini comme étant le rapport
entre letaux d’'unacide gras oud’'une classe d’acides
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gras et le taux protéique.

Procédé de détermination de la concentration d’un
composant C1 dans un fluide F1 d’un animal a l'aide
d’'un appareil de spectroscopie apte a réaliser des
spectres d’absorption, caractérisé en ce qu’il
comprend :

- d’utiliser un procédé de calibration dudit appa-
reil de spectroscopie selon 'une des revendica-
tions 1 a 13, ledit modéle étant prédictif de ladite
concentration C1 a partir d’'un spectre d’un
échantillon d’un fluide F2 dudit animal, différent
dufluide F1, le fluide F2 contenant des quantités
décelables d’au moins un composant C2 qui est
un produit ou un coproduit direct ou indirect du
métabolisme du composant C1,

- deréaliser un spectre d’'un échantillon du fluide
F2 dudit animal et enregistrer les informations
spectrales dudit échantillon,

- d’appliquer le modele mathématique aux infor-
mations spectrales de I'échantillon de fluide F2
pour déterminer la concentration du composant
C1 dans le fluide F1.

Procédé selon la revendication précédente, dans le-
quel on détermine la concentration du BHB dans le
sang d’'un animal en appliquant ledit modéle mathé-
matique aux informations spectrales obtenues a par-
tir d’'un échantillon de lait dudit animal.

Patentanspriiche

1.

Verfahren zur Kalibrierung eines Infrarot-Spektros-
kopie-Gerats, das dazu bestimmt ist, Spektren auf-
zuzeichnen, um die Konzentration eines Bestand-
teils C1in einer Flussigkeit F1 zu bestimmen, welche
von einem Tier stammt, wobei das Verfahren da-
durch gekennzeichnet ist, dass es die folgenden
Schritte umfasst:

a) - Bereitstellen von Proben der Flissigkeit F1
sowie einer Flussigkeit F2, die sich von der Flis-
sigkeit F1 unterscheidet, wobei diese von je-
weils einem Tier stammt, das einer Gesamtheit
reprasentativer Tiere angehort, wobei die Flus-
sigkeit F2 nachweisbare Mengen mindestens
eines Bestandteils C2 enthalt, bei welchem es
sich um ein direktes oder indirektes Produkt
oder Nebenprodukt der Verstoffwechslung des
Bestandteils C1 handelt,

b) - Messen der Konzentration des Bestandteils
C1indenProben derFlissigkeit F1 mittels einer
Referenzmethode, und Speichern der erhalte-
nen Referenzwerte in einem Speicher eines
Zentralrechners,

c) - Aufzeichnen des vollstandigen IR-Absorpti-
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onsspektrums der Proben der Flissigkeit F2 im
Frequenzintervall von 650 cm-! bis 4000 cm1,
und Speichern der erhaltenen Spektren in ei-
nem Speicher des Zentralrechners,

d) - Berechnen des Koeffizienten, bei jeder der
Wellenlangen der Absorptionsspektren, welche
in c) erhalten wurden, der Korrelation zwischen
den Absorptionswerten der Proben der Flissig-
keit F2 und den Referenzwerten des Bestand-
teils C1, und Identifizieren der spektralen Berei-
che, in welchem die Absorptionswerte mit den
Referenzwerten der Konzentration des Be-
standteils C1 in den Proben der Flissigkeit F1
korrelieren, und

e) - Berechnen, auf Grundlage mindestens ei-
nes dieser spektralen Bereiche der Absorptions-
spektren der Proben der Flissigkeit F2, eines
mathematischen Modells zur Vorhersage der
Konzentration des Bestandteils C1 in der Flis-
sigkeit F1.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass im Schritt d) die korrelierenden spek-
tralen Bereiche innerhalb des Frequenzintervalls
von 650 cm-1 bis 4000 cm-! mit Hilfe von Algorithmen
der multivarianten Regression identifiziert werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, dadurch gekennzeichnet, dass die Proben
der Flussigkeiten F1 und F2, die im Schritt a) bereit-
gestellt werden, aus Probennahmevorgangen stam-
men, die gleichzeitig bei jeweils einem Tier einer Ge-
samtheit reprasentativer Tiere durchgefiihrt wurden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, dass es die folgen-
den zuséatzlichen Schritte umfasst, welche darin be-
stehen:

f) - unter den Bestandteilen, die mdglicherweise
in der Flussigkeit F2 vorliegen kénnten, mindes-
tens einen Bestandteil C2 ausfindig zu machen,
welcher mindestens eine charakteristische Ab-
sorptionsfrequenz hat, die mit einer der Banden
Ubereinstimmt, welche sich in dem Spektrum
befinden und fir welches eine Korrelation be-
steht,

g) - die Konzentration des mindestens einen Be-
standteils C2 in jeder der Proben der Flussigkeit
F2 zu bestimmen,

h) die Korrelationsbeziehung R1 zu berechnen,
wie sie zwischen i) den Konzentrationen des
mindestens einen Bestandteils C2 in der Flis-
sigkeit F2 und ii) den Konzentrationen des Be-
standteils C1 in der Flussigkeit F1 besteht.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-

che, dadurch gekennzeichnet, dass es die folgen-
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den zuséatzlichen Schritte umfasst, welche darin be-
stehen:

') - unter den Bestandteilen, die méglicherweise
in der Flussigkeit F2 vorliegen kénnten, n Be-
standteile C2n ausfindig zu machen, von denen
jeder mindestens eine charakteristische Ab-
sorptionsfrequenz hat, die mit mindestens einer
der Banden Ubereinstimmt, welche sich in dem
Spektrum befinden und fiir welches eine Korre-
lation besteht,

g’) - die Konzentration der n Bestandteile C2n
in jeder der Proben der Fliissigkeit F2 zu bestim-
men,

h’) - den Wert einer Kennzahl Ic zu berechnen,
die proportional zur Konzentration mindestens
eines der n Bestandteile C2n ist,

h") - die Korrelationsbeziehung R2 zu berech-
nen, wie sie zwischen i) den Werten der Kenn-
zahl Ic in der Flussigkeit F2 und ii) den Konzen-
trationen des Bestandteils C1 in der Flissigkeit
F1 besteht.

Verfahren nach einem beliebigen der vorhergehen-
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass es
sich bei der Flussigkeit F1 um das Blut eines gesun-
den oder kranken Tieres handelt und dass es sich
bei der Flissigkeit F2 um eine andere Flissigkeit
des gesunden oder kranken Tieres handelt, wobei
diese aus der Milch und dem Urin ausgewahlt ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei
dem Bestandteil C1 um eine Substanz handelt, de-
ren Konzentration in der Flissigkeit F1 auf direkte
oder indirekte Weise eine Stoffwechselstérung oder
einen bestimmten Stoffwechselzustand anzeigt.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Be-
standteil C1 um einen Ketonkdrper, eine Fettsaure,
ein Kohlenhydrat, ein Protein, ein Glykoprotein oder
ein Hormon handelt.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Be-
standteil C1 um BHB (B-Hydroxybutyrat) handelt,
das im Blut eines Tieres vorliegt, welches gesund
ist, sich in einem Zustand des Energiemangels be-
findet oder sich in einem Zustand der Acetonamie
befindet.

Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 9, da-
durch gekennzeichnet, dass es sich bei dem min-
destens einen Bestandteil C2 um einen Bestandteil
handelt, der bekanntermalen, oder wie nach Ab-
schluss des Schrittes f) neu erkannt wurde, in direk-
ter oder indirekter Beziehung mit einem Stoffwech-
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selweg des Bestandteils C1 steht.

Verfahren nach einem beliebigen der vorhergehen-
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass es
sich bei dem mindestens einen Bestandteil C2 um
einen Bestandteil handelt, der in der Milch eines Tie-
res vorliegt, welches gesund ist, sich in einem Zu-
stand des Energiemangels befindet oder sich einem
Zustand der Acetonamie befindet, wobei er aus den
Fettsauren, den Proteinen, den Glykoproteinen, den
Kohlenhydraten ausgewahlt ist.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, da-
durch gekennzeichnet, dass es sich bei dem min-
destens einen Bestandteil C2 um eine unveresterte
ungesattigte Fettsdure handelt, vorzugsweise um
Olsaure oder Stearinsaure.

Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Kennzahl Ic als Verhéltnis zwi-
schen dem Gehalt an einer Fettsdure oder an einer
Kategorie von Fettsduren und dem Gehalt an Pro-
teinen definiert ist.

Verfahren zur Bestimmung der Konzentration eines
Bestandteils C1 in einer Flissigkeit F1 eines Tieres
mit Hilfe eines Spektroskopie-Gerats, das dazu be-
fahigt ist, Absorptionsspektren aufzuzeichnen, da-
durch gekennzeichnet, dass es Folgendes um-
fasst:

- Anwenden eines Verfahrens zum Kalibrieren
des Spektroskopie-Gerats nach einem der An-
spriiche 1 bis 13, wobei das Modell die Konzen-
tration C1 ausgehend von einem Spektrum ei-
ner Probe einer Flissigkeit F2 des Tieres vor-
hersagt, wobei diese sich von der Flissigkeit F1
unterscheidet, wobei die Flissigkeit F2 nach-
weisbare Mengen mindestens eines Bestand-
teils C2 enthalt, bei welchem es sich um ein di-
rektes oder indirektes Produkt oder Nebenpro-
dukt der Verstoffwechslung des Bestandteils C1
handelt,

- Aufzeichnen eines Spektrums einer Probe der
Flussigkeit F2 des Tieres und Speichern der
spektralen Information der Probe,

- Anwenden des mathematischen Modells auf
die spektrale Information der Probe der Flissig-
keit F2, um die Konzentration des Bestandteils
C1 in der Flussigkeit F1 zu bestimmen.

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch,
wobei die Konzentration an BHB im Blut eines Tieres
bestimmt wird, indem das mathematische Modell auf
die spektrale Information angewendet wird, welche
ausgehend von einer Milchprobe des Tieres erhalten
wurde.
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Claims

Method for calibrating an infrared spectroscopy ap-
paratus in order to produce spectra with a view to
determining the concentration of a component C1 in
a fluid F1 of an animal, said method being charac-
terized in that it comprises the following steps:

a) obtaining samples of said fluid F1 and of a
fluid F2 other than the fluid F1 from each animal
belonging to a group of representative animals,
the fluid F2 containing detectable amounts of at
least one component C2 which is a product or
a direct or indirect coproduct of the metabolism
of the component C1,

b) measuring the concentration of the compo-
nent C1 in the samples of fluid F1 by means of
a reference method, and recording the obtained
reference values in a memory of a central unit,
¢) producing the complete IR absorption spec-
trum of the sample of fluid F2 in the frequency
range from 650 cm-1to 4000 cm-!, and recording
the obtained spectra values in a memory of a
central unit,

d) calculating the correlation coefficient at each
wavelength of the absorption spectra obtained
in ¢), between the absorption values of the sam-
ples of fluid F2 and the reference values of the
component C1 and identifying the spectral rang-
esforwhichthe absorption values are correlated
with the reference values of the concentration
of the component C1 in the samples of fluid F1,
and

e) calculating, on the basis of at least one of said
spectral ranges of the absorption spectra of the
samples of fluid F2, a predictive mathematical
model of the concentration of the component C1
in the fluid F1.

Method according to claim 1, characterized in that
at step d), said correlated spectral ranges are iden-
tified by means of multivariate regression algorithms,
in the interval of frequencies ranging from 650 cm-'
to 4000 cm.

Method according to one of the preceding claims,
characterized in that the samples of the fluids F1
and F2 obtained in step a) come from samples taken
simultaneously from each animal in a group of rep-
resentative animals.

Method according to one of the preceding claims,
characterized in that it comprises the following ad-
ditional steps:

f)- searching, among the components likely to
be present in the fluid F2, for at least one com-
ponent C2 having at least one characteristic ab-
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sorption frequency that coincides with one ofthe
bands located on the spectrum for which a cor-
relation exists,

g)- determining the concentration of said at least
one component C2 in each of the samples of
fluid F2,

h)- calculating the correlation relation R1 exist-
ing between i) the concentrations of said at least
one component C2 in the fluid F2 and ii) the con-
centrations of the component C1 in the fluid F1.

Method according to one of the preceding claims,
characterized in that it comprises the following ad-

ditional steps:

f')- seeking among the components likely to be
presentin the fluid F2, n components C2n, each
having at least one characteristic absorption fre-
quency that coincides with at least one of the
bands located in the spectrum for which a cor-
relation exists,

g’)- determining the concentration of said n com-
ponents C2n in each of the samples of the fluid
F2,

h’)- calculating the value of an indicator Ic pro-
portional to the concentration of at least one of
said n components C2n,

h")- calculating the correlation relation R2 exist-
ing between i) the values of the indicator Ic in
the fluid F2 and ii) the concentrations of the com-
ponent C1 in the fluid F1.

Method according to any of the preceding claims,
characterized in that the fluid F1 is the blood of a
healthy or diseased animal, and the fluid F2 is an-
other fluid of said healthy or diseased animal, either
milk or urine.

Method according to any of the preceding claims,
characterized in that the component C1 is a sub-
stance whose concentration in the fluid F1 is a direct
or indirect indication of a disorder or particular met-
abolic state.

Method according to the preceding claim, charac-
terized in that the component C1 is a ketone body,
a fatty acid, a carbohydrate, a protein, a glycoprotein
or a hormone.

Method according to the preceding claim, charac-
terized in that the component C1is BHB (B-hydroxy-
butyrate), present in the blood of a healthy animal,
in a state of energy deficit or in a state of acetonemia.

Method according to one of claims 4 to 9, charac-
terized in that said at least one component C2 is
chosen from components known or newly identified
on completion of step f), as having a direct or indirect
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relation with a metabolic pathway of the component
C1.

Method according to any of the preceding claims,
characterized in that said at least one component
C2 is a component present in the milk of a healthy
animal, in a state of energy deficit or acetonemia,
chosen from fatty acids, proteins, glycoproteins and
carbohydrates.

Method according to the preceding claim, charac-
terized in that said at least one component C2is an
unsaturated non-esterified fatty acid, preferably oleic
acid or stearic acid.

Method according to claim 5, characterized in that
the indicator Ic is defined as being the ratio between
the level content of a fatty acid or a class of fatty
acids and the protein content.

Method for determining the concentration of a com-
ponent C1 in a fluid F1 of an animal, using a spec-
troscopy apparatus to produce absorption spectra,
characterized in that it comprises:

- using a method of calibrating said spectrosco-
py apparatus according to one of claims 1 to 13,
said model being predictive of said concentra-
tion C1 from a spectrum of a sample of a fluid
F2 of said animal, other than the fluid F1, the
fluid F2 containing detectable amounts of at
least one component C2 which is a product or
a direct or indirect coproduct of the metabolism
of the component C1,

- producing a spectrum of a sample of fluid F2
of said animal and recording the spectral infor-
mation of said sample,

- applying the mathematical model to the spec-
tral information of the sample of fluid F2 to de-
termine the concentration of the component C1
in the fluid F1.

Method according to the preceding claim, wherein
the concentration of BHB in the blood of an animal,
is determining by applying said mathematical model
to the spectral information obtained from a sample
of milk of said animal.
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