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RESUMEN

Con el fin de analizar factores ambientales asociados a los sistemas de produccion de
leche y comparar el efecto de cuatro métodos de andlisis para recuento de células so-
madticas (RCS) en tanque se realizé una prueba de campo en 30 hatos con diferentes
condiciones de manejo en el Valle del Cauca (Colombia). La prueba se realizé en cuatro
periodos; se evalud el efecto de la época de muestreo (periodos), tipo de ordefio, zona
alta o baja, implementacion de buenas prdcticas ganaderas (BPG), componente racial,
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alimentacién con pollinaza, recuento de patdgenos totales y nimero total de
vacas en ordefio sobre el RCS. Se realizé andlisis multivariado para variables
ambientales y adicionalmente pruebas especificas para diferenciar los métodos
diagnésticos (Direct Cell Counter (DCC), Ekomilk Scan, Portacheck y Fossoma-
tic), la capacidad de comparacion frente a la prueba padrén y las posibilidades
de ajustes matemdticos para evaluar criterios de discriminacién, finalmente se
empled el andlisis ROC (de las siglas en inglés Receiver Operating Characteris-
tic), Se concluye en forma general, que existen factores ambientales que inciden
en el RCS; frente a los equipos las pruebas presentan diferencias significativas
entre ellas; a nivel de precision en relacién con la prueba testigo.

ABSTRACT

In order to analyze the main environmental factors associated with the milk
production systems and the somatic cell count (SCC) in tank and, compare
the effect of the four analysis methods for the determination of somatic cells,
a field trial was conducted in 30 herds with different management condi-
tions in Valle del Cauca (Colombia). The test was carried out in four periods,
the effect of the sampling period (periods), type of milking, high or low alti-
tude, implementation of good livestock practices, racial component, feeding
with poultry dregs, total pathogen count and total cows number were eva-
luated for the SCC. Multivariate analysis was carried out for environmen-
tal variables and specific tests to differentiate the four diagnostic methods
(Direct Cell Counter, Ekomilk Scan, Portacheck and Fossomatic), the compa-
rison capacity against the standard test and the possibilities of mathemati-
cal adjustments to evaluate discrimination criteria, finally the ROC (Receiver
Operating Characteristic) analysis was used, It is concluded that there are
environmental factors that affect the SCC; the tests show significant diffe-
rences between them; at the level of precision compared to the witness test.

RESUMO

Objetivou-se avaliar os principais efeitos ambientais associados aos sistemas
de gado de leite e ao reconto de células somdticas no tanque e, diferenciar o
efeito dos métodos de andlises para a determinacdo de células somdticas foi
testada uma prova de campo em trinta rebanhos sob diferentes condicoes de
manejo no Valle del Cauca (Colémbia). O teste foi feito em quatro periodos, o
efeito do tipo de ordenha, altitude alta ou baixa, implementacdo de boas pra-
ticas de ordenha, tipo de raca, alimentacdo com residuos da industria aviaria,
numero total de patégenos isolados e numero total de vacas em ordenha fo-
ram avaliados para RCS. Foi feito Multivariate teste para varidveis ambientais
e analises especificas para diferenciar os métodos diagndsticos (Direct Cell
Counter, Ekomilk Scan, Portacheck y Fossomatic), capacidade de descrimi-
nacdo contra a prova testemunha, ajuste matemdticos entre as provas, e ho
final analise ROC (Receiver Operating Characteristic) foi efetuado. A con-
clusdo é que existe diferenca entre os fatores ambientais. O analise estatisti-
co apresenta diferencias entre as provas, sua precisdo e nivel de sensibilidade.
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INTRODUCCION

El RCS se ha tornado en los ultimos afios, en un recurso
para evaluar el impacto de las mastitis subclinicas, la
calidad de la leche y la salud general de la glandula
mamaria [1]. Los sistemas productivos en condiciones
de trépico bajo presentan diversos factores asociados
a la mayor o menor incidencia de células somaticas.
Origen racial, manejo nutricional, tipo de ordefio, época
del afo, localizacién del hato, han sido descritos en
la literatura como factores asociados a la prevalencia
de mastitis; por otra parte, el tipo de patoégenos vy la
cantidad de estos que puedan ser aislados en pruebas
microbioldgicas también se asocian al RCS.

A través del tiempo, la necesidad de contar con técni-
cas diagndsticas confiables, exactas, sensibles y pre-
cisas para conocer la epidemiologia de la mastitis, lle-
vé a emplear sistemas cuantitativos para la deteccién
de las células somaticas. Se considera que la mejor
forma de realizar con exactitud un RCS es contarlas
en un Microscopio en laboratorio, lo cual es extrema-
damente lento; por esto, el desarrollo de equipos au-
tomaticos, permitié contar con una ayuda diagndstica
para procesar un alto nimero de muestras por hora.
El principio técnico del Fossomatic (FOSS) (citome-
tria de flujo), permite tener alta precision y capacidad
para determinar células o componentes celulares [2].
Se han desarrollado equipos menos robustos que
ofrecen la posibilidad de ser usados in situ, por ejem-
plo el PortaCheck® (PCHECK) basado en la reaccion
enzimatica de la estereasa presente en las células
somaticas [3]. El DelLaval Cell Counter (DCC), cuenta
las células automaticamente a través de una cama-
ra digital, mediante tincion fluorescente especifica
para el ADN [4]. Por ultimo, el Ekomilk Scan (EKOMS)
se basa en el principio de viscosidad y junto con el
Ekoprim surfactante que disuelve la membrana de las
células, forma un gel y eleva la viscosidad de la mues-
tra de leche en la medida de mayor RCS [5].

Estudiar la incidencia del RCS en mastitis y su relacion
en procesos productivos constituye un area impor-
tante en la clinica veterinaria y en la industrializacién
de la leche; la incidencia de la mastitis ha llevado a
utilizar pruebas individuales bien sea por vaca o por
pezoén, pero, los sistemas de produccién de leche re-
quieren en algunos casos apreciaciones generales so-
bre el estado de salud del hato y la seguridad de cum-
plir estdndares exigidos por la industria lactea sobre

la calidad del producto en el marco de cadenas pro-
ductivas, por esto la determinacién del RCS en leche
de tanque es una practica que permite tomar decisio-
nes técnicas y gerenciales enfocadas a disminuir las
pérdidas econdémicas ocasionadas por la mastitis [6].

Multiples factores pueden influenciar el RCS de tan-
que, entre estos, el de mayor impacto es el nivel de
inflamacién que presenta la glandula mamaria, oca-
sionada por patégenos o por factores asociados al
manejo del sistema productivo y algunas condiciones
medioambientales, tales como: localizacion, precipita-
cién, componentes de la dieta, origen racial, tipo y ma-
nejo de ordefio [7]. Estas condiciones de produccion
fueron estudiadas para los principales sistemas de ga-
naderia de leche ubicados en la zona media y baja de
la ecoregion Valle del Cauca. Asi mismo, se analizaron
cuatro equipos existentes en el mercado para realizar
el RCS, con el fin de estudiar el comportamiento de
estos instrumentos cuantitativos y semicuantitativos.

El objetivo del presente trabajo consistié en deter-
minar las principales causas de variaciéon en el RCS
en sistemas de producciéon comerciales, sujetos a di-
ferentes condiciones de manejo, y comparar cuatro
métodos empleados en el andlisis de células somati-
cas en condiciones del trépico bajo colombiano.

METODO
Localizacion del estudio y Animales

El estudio fue realizado en el Valle del Cauca alli se es-
cogieron aleatoriamente 30 hatos; ubicados entre los
900 y 1800 msnm, humedad relativa 72-80%, tempe-
ratura 24 a 27°C y una precipitacion anual promedio
histérico de 1120 mm [8]. Los hatos no modificaron
las condiciones de manejo durante el experimento. Las
variables incluidas en el estudio fueron: localizacién
(altura sobre el nivel del mar), época del ano (lluvias,
transicién o verano), el nUmero de vacas en ordefio
(cuatro categorias de 1-50 animales, 51 a 100, 101 a
200y > 200 vacas), tipo de ordefio (manual o mecani-
co), origen racial, certificacion o no en BPGy si alimen-
taban con pollinaza o no. Otras variables tenidas en
cuenta fueron los resultados de los anilisis de labora-
torio como tipo y cantidad de patdgenos identificados.
La produccién individual de leche o por lactancia no se
considerd debido a que se procesé leche de tanque.
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Equipos para RCS

PortaCheck® - PortaSCC milk test™ (PCHECK)
- Moorestown, USA. Utiliza la técnica basada en
la reaccion enzimatica de la estereasa presente en
las células somaticas. Kit diagnodstico para andlisis
semicuantitativo (ref 1K100 de 2006 (USA).

Delaval Cell Counter DCC® (DCC) - DelLaval Equipos
SA - Irlanda. Equipo portatil con lector directo basado
en el principio de tincién fluorescente especifica para
el ADN, en cdmara individual Exactitud entre 7-12%.

Ekomilk Scan (EKOMS) - Bulteh 2000, Bulgaria. Equi-
po manual cuyo principio es un surfactante comercial
“Ekoprim” que disuelve la membrana celular y nuclear
y genera la viscosidad a ser leida. Exactitud + 15%.

Fossomatic® (FOSS) - Fossomatic cell conter- Dina-
marca. Técnica cuya base es la citometria de flujo,
con el método de microscopia de fluorescencia di-
recta con tincién del ADN celular con bromuro de
etidio. Exactitud 2-3,5%. Certificacion 1ISO 13366 -
1:2008 (IDF 148-1: 2008) para RCS.

Procedimiento Analitico

Las muestras se manejaron segun los manuales es-
pecificos de cada equipo y técnica. Las pruebas se
realizaron simultdaneamente. Para PCHECK se tomd
una gota de leche con pipeta y se depositd sobre el
pozo de una tirilla del kit del PortaCheck® Se adicio-
naron tres gotas de reactivo de PortaCheck® sobre
el pozo. Se esperaron 45 min y se leyé en el medidor
electrénico. El valor hallado se multiplicé por un mi-
ll6n y éste fue el resultado del RCS.

Adicionalmente, se comparé manualmente el color
de la reaccion en la tirilla con la tabla de referencia y
ésta arrojo un valor similar al reportado por el equi-
po [3]. Para el analisis con el DCC fueron aspirados
0,6 mL por el cassette, posteriormente el cassette se
coloco en el equipo de lectura que emite un haz de
luz y permite al equipo hacer lectura de la muestray
contar las células individuales. El tiempo de lectura
por muestra fue de 45 s, presentandose el resultado
en células.mL?, este valor se multiplic6 por 1000
(constante) para determinar el RCS. Para EKOMS las
muestras se mezclan 10 mL de leche con 5 mL del
surfactante “Ekoprim”. El analizador Ekomilk Scan
mide el tiempo que toma el conjunto de muestra

para pasar a través de un capilar ubicado en el médu-
lo de mezcla de la muestra, asi determina el nimero
de células por regresion con el tiempo. La medicién
de la viscosidad es sensible a la temperatura. El valor
arrojado por el equipo se multiplicé por 1000 para
obtener el valor del RCS. El intervalo de deteccién
se sitlia entre 90 y 2200 células.mL?; el tiempo de
lectura oscila entre 10 a 55 s y varia en razén del
nimero de células detectado [5].

Para el procedimiento con FOSS fueron enviadas
muestras de leche en tubo con conservante bronopol
(2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol) al laboratorio de
la Universidad de Antioquia. El FOSS efectua el RCS
mediante el método de citometria directa emitiendo
fluorescencia de color rojo, la que es detectada por el
equipo para realizar el conteo de cada una de las cé-
lulas [9]. Ademas de la precisidn, este equipo analiza
un gran nimero de muestras por hora. Estas razones
y el hecho de ser considerada en la actualidad como
la prueba referencia por su precision y sensibilidad
[2], llevaron a que en el presente trabajo se seleccio-
nara como prueba testigo o de comparacion.

Finalmente, Se realizé aislamiento de patégenos por
cultivo microbiolégico completo, proceso realizado
en el laboratorio de calidad de leche, de la Univer-
sidad de Caldas, el informe de laboratorio se tabuld
por tipo y niUmero de patégenos.

Disefio Experimental

El estudio se llevd a cabo en 30 fincas, en las cuales
se realizaron muestreos en cuatro periodos, generando
un total de 120 observaciones en cada variable. Para
reducir la variabilidad de la informacion, los valores de
los RCS fueron transformados y analizados en escala
logaritmica (log, X, donde x es el nimero de células so-
maticas). En una primera fase, se evalué el efecto del
total de las variables y de los tratamientos que corres-
pondieron a los métodos analiticos para RCS (DCC=-
Direct Cell Counter, EKOMS=Ekomilk Scan, PCHECK=
Portacheck y FOSS=Fossomatic); los efectos ambien-
tales analizados fueron: época de muestreo (1=seca;
2= lluviosa; 3 = transicion seca-lluviosa; 4= transicion
lluviosa-seca), tipo de ordefio (1=manual; 2=mecanico),
zona (1=alta; 2=baja), implementacién de buenas prac-
ticas ganaderas (1=si; 2=no), componente racial (1=me-
nor 50% de Bos taurus -alto componente Bos indicus-; 2=
mayor al 50% de Bos taurus), alimentacion con pollinaza
(1=si; 2=no), recuento de patogenos totales (1= entre 4
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y 5; 2=6 y 3= > 6) y nUmero total de vacas en ordefio
(cuatro categorias 1: de 1-50, 2: 51-100, 3: 101-200 y
4: > 200), sobre el RCS. La informacion se analizd a tra-
vés de un modelo mixto, considerando las fincas eva-
luadas como variable aleatoria, para la diferenciacion
de medias, se usé la prueba de promedios LSD (Least
significant differences Pr<0,05).

En una segunda fase, se analizé el grado de similitud
entre las estimaciones de RCS obtenidas con las
metodologias analiticas: DCC, EKOMS y PCHECK en
comparacioncon losvalores de latécnica FOSS, método
considerado como referente en el presente estudio.
Para ello, se estimaron correlaciones de Pearson entre
los tratamientos evaluados, y ademas, se realizd un
andlisis de concordancia metodologia desarrollada [10]
y utilizada principalmente en las ciencias biomédicas
para la comparacion de mediciones entre 2 equipos. El
analisis se basé en los siguientes componentes:

1. Un grafico en donde se relacionan las diferencias
entre las estimaciones de los métodos comparados
y el promedio de cada observacién. Los graficos se
complementaron con la construccion de limites de
concordancia al 95% para la media de las diferencias,
los cuales son dtiles para identificar cuan distantes
se encuentran las mediciones realizadas por los dos
métodos. Si las mediciones son comparables, las
diferencias deben ser pequefas, centradas alrededor
de cero vy sin variacién sistematica. La media de las
diferencias y la desviacion estandar, indican el sesgo
estimado, y las fluctuaciones aleatorias con respeto a
la media, respectivamente. Si el valor de la desviacién
estandar de las diferencias es lo suficientemente
bajo, las mediciones son comparables [11].

2. Estimacion del coeficiente de correlacion
esperado entre las diferencias y el promedio de cada
observacion a través de la ecuacion 1:

rof - ofc

Corr (C —E,E) =
\/aﬁ, + 0% -2roynoc (Ec. 1)

Formula 1: “E” identifica el método de referencia, “C”
identifica el método a comparar, y “r “es la correla-
cion de Pearson entre las técnicas. Una correlacién
de O indica que las varianzas de los dos métodos
comparados son iguales, por esta razén, una correla-
cién baja indica alta concordancia entre las técnicas,
mientras que una correlacién alta sugiere alta varia-
bilidad entre las dos metodologias [10].

El andlisis anterior se complementé con estudios de-
nominados “Problemas de calibracién” [11]. El objetivo
de este andlisis es usar el valor de RCS obtenido con
el método que se estda comparando (DCC, EKOMS y
PCHECK), para estimar el valor que se podria obtener
con el método referente (FOSS), mediante regresio-
nes lineales. No obstante, es de resaltar que una de
las asunciones de las regresiones es que las variables
independientes se miden sin error, por lo que el método
referente el cual se asume tiene un menor error aso-
ciado, debe ser siempre considerado como el término
independiente. Ademas, el hecho de intercambiar va-
riables predictoras con las de respuesta puede generar
estimaciones sesgadas en los parametros [11], por esta
razén, el principio basico es usar regresiones inversas,
donde se relacionan las mediciones de las técnicas
que estan siendo comparadas (Y) con los valores de
la técnica referente (X) con el objetivo de obtener las
estimaciones por minimos cuadrados de los parametros
de la ecuacién con la forma C = bO + b1E. Finalmen-
te, con la intencién de poder hacer predicciones del
comportamiento de la técnica referente, la ecuacion
es invertida quedando de la forma E = (C - b0) / b1.

Finalmente, se utilizé la metodologia de curva ROC (re-
ceiver operating characteristic), disponible en el software
SPSS Version 24, para evaluar la capacidad de los mé-
todos en prueba (DCC, EKOMS y PCHECK) para discri-
minar entre altos y bajos RCS, tomando como referente
los valores obtenidos con el método estandar (FOSS),
los cuales se categorizaron para formar dos grupos de
altos y bajos RCS, utilizando como punto de corte el
valor de la mediana, que en este caso correspondio al
valor en escala logaritmica de 5,55 (Valores por encima
o por debajo de este punto conformaban los grupos de
altos y bajos RCS, respectivamente). Posteriormente, se
construyd una curva ROC para determinar la sensibilidad
(probabilidad de tener altos RCS tanto con el método
estandar como en el de prueba) y especificidad (proba-
bilidad de tener bajos RCS tanto con el método estandar
como en el de prueba) en todos los posibles puntos de
corte para cada uno los métodos en prueba. Para ello,
en la curva ROC se relacioné en el eje Y los valores de
sensibilidad, y en el eje X, los valores obtenidos como
1- especificidad (probabilidad de que los RCS fueran
categorizados como bajos con el método estandar, pero
que los métodos de prueba los clasificaron como al-
tos). Para determinar la capacidad discriminativa de los
métodos en prueba, se buscé una sensibilidad cercana
a 1y un valor de 1- especificidad cercano a 0, y para
ello se estimo el pardametro conocido como area bajo la
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curva. Finalmente, en cada método
de prueba se calcularon los puntos
de corte donde se alcanzé la mayor
sensibilidad y especificidad, utilizan-
do el indice de Youden, calculado
segln la formula (sensibilidad + es-
pecificidad - 1) [12].

RESULTADOS

Se analizaron variables de tipo
ambiental que han sido estudia-
das por su efecto sobre el RCS [6].
En general, todas las variables am-
bientales evaluadas influyeron sig-
nificativamente sobre el RCS (Pr <
0,05 - Cuadro 1). Se asumié que en
el experimento las condiciones de
higiene de ordefio son las comun-
mente aceptadas y no se tomo ésta
como una variable independiente;
tampoco se incluyé como variable
la edad de las vacas, dado que el
muestreo se obtuvo a partir de le-
che de tanque. Para todas las varia-
bles se relaciona el RCS en células.
ml %, correspondiente a la media del
antilog (nimero de células del RCS),
como se muestra en el cuadro 1.

En la variable nimero de vacas
en ordeio, se hallaron valores de
RCS (células.ml?) entre 269.277 y
367.029, con mayores RCS aso-
ciados a aquellos sistemas que
contaban con mas de 50 vacas en
produccion (Pr < 0,05). Aunque es
de resaltar que, en la muestra de
fincas analizadas, el 47% tenian
menos de 50 vacasy 23% entre 50
y 100 vacas. A nivel nacional igual-
mente el 60% de los hatos tienen
menos de 50 vacas en ordefio [13].
Otros resultados encontrados, in-
dican que los aumentos en el RCS
se deben a diversas variables y no
al nimero de vacas o volumen de
leche producida en el hato [14].
Las vacas con altas producciones

Cuadro 1. Relacién de las variables relacionadas con el RCS con sus medidas
estadisticas descriptivas.

Variable (Il\ng;:) EE (::::itljclag) EE p-valor
Vacas ordeino

1a50 5,43 0,04° 269.277 111 0,0347
51a100 5,54 0,06° 349.301 11,16
101 a 200 5,54 0,06° 343.005 11,16
>200 5,56 0,05° 367.029 11,13
Ordefio
Manual 5,69 0,06° 491.247 1,14 <0,0001
Mecanico 5,35 0,05° 221.462 1,11
BPG
Si 5,66 0,06? 452.272 1,16 <0,0001
No 5,38 0,05° 240.602 1,12
Pollinaza
Si 5,58 0,06° 377.833 1,14 0,003
No 5,46 0,04 288.005 1,1
Origen racial
B. taurus > 50% 5,59 0,05° 386.011 1,11 0,0007
B. taurus < 50% 5,45 0,05° 281.903 1,13
Localizacion
Alta 5,62 0,042 414.000 1,11 <0,0001
Baja 5,42 0,06° 262.845 1,15
Epoca
Seca 5,43 0,05° 267.609 1,13 0,0056
Lluviosa 5,55 0,05° 357.026 1,13
lluvias-verano 5,54 0,052 347.536 1,13
Verano-lluvias 5,55 0,052 356.615 1,13
Total patégenos
4a5 543 0,05° 268.844 1,13 0,0009
6 5,53 0,05° 342.058 1,13
26 5,59 0,05° 390.301 1,12
Anadlisis RCS
DCC 5,59 0,052 385.922 1,13 0,0027
PCHECK 5,53 0,052 340.095 1,13
FOSS 5,51 0,05% 325.912 1,13
EKOMS 5,44 0,05° 276.758 1,13

de leche tienen mayor tendencia
a la presentacion de mastitis [15],
esto tendria incidencia en el vo-
lumen total de leche acopiada en
tanque y mayores RCS segun se
ha descrito [14 y 15].

El ordefio manual, también gene-
ré altos RCS en comparacion con
el ordefio mecanico (491.247 Vs

221.462, respectivamente). Estos
resultados concuerdan con [16]
en donde de 55 muestras con
RCS mayores de 500.000 células/
ml, el 70% provenian de sistemas
con ordeifo manual. Este tipo de
ordefio presenta alto riesgo de in-
feccién posiblemente por el con-
tacto directo entre el operador y
el animal [17].
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Por otro lado, la implementacion de buenas practicas
ganadera en los sistemas, a diferencia de lo esperado,
generd mayores RCS (Pr < 0,05) en comparaciéon con
los hatos no certificados (452.272 vs 240.602, res-
pectivamente). Es necesario destacar, que en el Valle
del Cauca solo el 0,06% de los hatos son certificados,
por lo que es posible que el bajo nimero de hatos no
sea representativo de lo que puede impactar la certi-
ficacion en un programa de calidad de leche como si lo
demostraron, en trabajos realizados en dos zonas de
Colombia que contaban con mayor nimero de hatos
certificados [7]; los autores afirman que se espera un
menor RCS en lecherias especializadas cuando se im-
plementan buenas practicas ganaderas. Igualmente,
otros autores a través de un meta andlisis, encontraron
que cuando se cumplen los procesos y protocolos en
la rutina de ordefio la incidencia de mastitis es menor,
por lo tanto se obtienen menores RCS [18].

La alimentacion con pollinaza es una practica que
cada vez es mas frecuente entre los productores de
la region, ésta generd altos RCS (Pr < 0,05). El uso
de pollinaza incrementé en promedio los RCS en
377.833 en comparacion con hatos que no la utilizan,
los cuales presentaron valores promedios de 288.005.
La misma respuesta fue encontrada en otro trabajo,
donde la suplementacion del 40% de pollinaza incre-
mento los RCS [19]. Lo anterior sugiere, que el uso de
este residuo es un factor de riesgo que posiblemente
influye sobre la mayor frecuencia de casos de mastitis
y por ende en mayores RCS a nivel de tanque.

Por su parte, el efecto de componente racial también
influyé sobre los RCS. Los menores recuentos estu-
vieron asociados a grupos genéticos con un mayor
componente Bos indicus con valores promedio de
281.903, en comparacion con razas que presenta-
ban un mayor componente Bos taurus (386.011). Asi
mismo, otros trabajos mencionan factores asociados
a altos RCS en tropico [14]. El origen racial, puede
presentar predisposicién genética para altos RCS o
mayor susceptibilidad a mastitis, asociadas a ciertas
caracteristicas anatémicas como el tamafio de los
pezones, debilidad de ligamentos y ubres desbalan-
ceadas, como se describe en otros trabajos [20].

La zona agroecoldgica fue otro factor que modificé los
RCS (Pr < 0,05). Los hatos ubicados en zonas altas pre-
sentaron los mayores RCS en comparacién con los de
las zonas bajas (414.000 Vs 262.845, respectivamente).
Algunos autores mencionan la importancia de analizar

esta variable, dado que algunos factores pueden aso-
ciarse con la altura (presencia de parasitos) y por lo
tanto influenciar el resultado de células somaticas [14].
Asi mismo se menciona que la ubicacion de los hatos
puede llegar a presentar un impacto significativo en el
RCS en zonas tropicales o subtropicales, especialmente
si se tienen vacas de origen genético Bos taurus [21].

El niUmero total de patégenos aislados de las muestras
de tanque, también influyd sobre los RCS, observan-
dose menores valores en aquellas muestras que pre-
sentaron de 4-5 patdgenos (268.844). Por encima de
6 patogenos los RCS se incrementaron entre 342.058
y 390.301. Es evidente observar una tendencia a in-
crementar los RCS en la medida que aumentan los
patégenos en tanque. Lo anterior sugiere que cada
patdgeno ocasiona una respuesta diferente de células
somaticas y ésta puede ser creciente. Algunos autores
manifiestan que la respuesta en el RCS depende del
tipo de patégeno que se encuentre en glandula ma-
maria, siendo mayor para microorganismos infecciosos
[21]. Se afirma que los altos RCS en algunos estudios
se atribuyeron en mayor grado a los agentes patége-
nos infecciosos Staphylococcus aureus, y Staphylococcus
agalactiae y ratifican que la presencia de patégenos
ambientales producen una menor estimulacion de las
células somaticas siendo variable su respuesta [22,
23]; sin embargo, se debe resaltar que en este estudio
el 86% de las bacterias fueron de tipo ambiental y el
14% fueron patdgenos infecciosos, siendo posible que
muchas de las bacterias ambientales generen procesos
infecciosos que estimulan altos RCS, ya que algunas
bacterias ambientales pueden sobrevivir en glandula
mamaria, ocasionando estados crénicos de inflamacion,
con la respectiva respuesta celular [6].

Por ultimo, con la variable época, también se obtuvie-
ron diferentes valores de RCS (Pr < 0,05). Las cuatro
épocas presentan mayor recuento en las épocas con
tendencia a mayor precipitacion, ésta aunque atipica
en el periodo de medicién segln registros histéricos
[8] afectd el RCS. Se reportan datos que coinciden
con las tendencias manifestadas por otros autores
que afirman que el clima y/o la época del ano influyen
directamente sobre la presencia de mastitis, manifes-
tando que durante la época lluviosa existe una mayor
proliferacion y transmisién de patégenos, afectando el
RCS en condiciones de tropico [20]. Un estudio reali-
zado en varias zonas de Colombia, concluyé que los
RCS variaron entre 586.000 y 676.000 células.mL?,
en épocas de verano e invierno, sin hallar diferencias
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estadisticas entre estas [24]. Por otra parte, se men-
ciona que en estabulacién durante el verano se incre-
menta el nimero de bacterias ambientales en camas
o sitios donde mantienen las vacas debido a las altas
temperatura y humedad, incidiendo en el RCS [25].

Los factores que afectan el RCS en leche de tanque
como se encontrd son altamente significativos, brinda
un marco general de trabajo de prevencion diferente a
lo que sucede cuando se realiza el analisis individual en
vaca, donde si hay inflamacién es posible informar que
la mastitis se refleja en altos recuentos de células so-
maticas afectando la produccién de leche por las lesio-
nes que ocasiona en el tejido glandular [5, 25]. Adicio-
nalmente, la importancia la incidencia de las variables
en el RCS permite calcular las pérdidas econdmicas
dado que por el incremento de cada 100.000 células
somaticas a partir de 200.000, se pierde alrededor del
5% de la produccion de leche total del hato [26].

Métodos para determinaciéon de RCS

Cuatro técnicas ofrecidas en el mercado para el anali-
sis de células somaéticas y su aplicabilidad en trabajos
de campo se estudiaron teniendo en cuenta los prin-
cipios analiticos que agrupan los métodos diagndsti-
cos DCC y PCHECK, y EKOMS; mientras que FOSS
comparte agrupacién con ambos tipos de pruebas.
Debe considerarse que una prueba planeada en la
comparacion rigurosa de los equipos no se realizé, ya
que no era el objetivo del trabajo; se encontraron di-
ferencias significativas entre los métodos (Pr < 0,05),
en donde los RCS obtenidos con EKOMS fueron mas
bajos que los obtenidos con DCC y PCHECK (Cua-
dro 1). Ninguno de los tres métodos evaluados (DCC,
PCHEK Y EKOMS) mostro diferencias con respecto
al método referente (FOSS) con valores de RCS que
estuvieron entre 276.758 y 385.922.

El anélisis de correlacion de Pearson se puede obser-
var en el cuadro 2. En general se encontraron valores
de relacion altos y estadisticamente significativos (Pr
< 0,05). Estos resultados demuestran, que las téc-
nicas mostraron mediciones de RCS con comporta-
mientos similares en cuanto a direcciéon y magnitud.
No obstante, la correlacion de Pearson por si sola no
es suficiente para demostrar el grado de concordan-
cia entre dos técnicas dado a que este parametro
mide la relacién lineal entre 2 variables y esto se lo-
gra cuando los datos de las variables se encuentran
a lo largo de una linea recta y no exactamente sobre

Cuadro 2. Correlacion de Pearson entre cuatro métodos para
la determinacién de células somaticas.

DCC EKOMS FOSS PCHECK

DCC| 10 0,645 0,853 0,686
<0,0001 <0,0001 <0,0001

EKOMS 1,0 0,770 0,738
<0,0001 <0,0001

FOSS 1,0 0,825
<0,0001

PCHECK 1,0

ella, que es lo que se requeriria para evaluar el grado
de semejanza entre los métodos [11].

En la figura 1, se presenta el analisis de concordancia
entre los tres métodos analizados (DCC, PCHECK vy
EKOMS) y la técnica referente (FOSS). En general, se
puede observar que las mediciones de RCS obtenidas
con DCC, PCHECK y EKOMS son comparables a las
delatécnica FOSS. Paralos tres casos el sesgo estima-
do en escala logaritmica encontrado fue: DCCy FOSS
con media y desviacién estandar (DS) 0,073+0,19,
y limites de concordancia (95%) entre -0,3 y 0,44;
EKOMS y FOSS, media y (DS) -0,075+0,222 vy limi-
tes entre -0,51y 0,36; PCHECK y FOSS, media y (DS)
0,014+0,201, limites entre -0,38 y 0,41. En general, la
mayoria de las observaciones se encuentran centra-
das alrededor de cero y una variacion con tendencia a
ser constante. Este comportamiento fue mas notable
con la técnica DCC, seguida de PCHECK y EKOMS.

La baja magnitud de los sesgos estimados, en conjunto
con deviaciones cercanas a cero, sugieren que los mé-
todos DCC, PCHECK y EKOMS producen resultados
£similares a los de la técnica FOSS [11]. Lo anterior se
confirma con las bajas correlaciones entre las diferen-
ciasy el promedio de cada observacion que presentaron
valores de -0,11, -0,13 y -0,21 para DCC, PCHECK y
EKOMS, respectivamente, indicando que las varianzas
de los métodos comparados son similares, y por lo tan-
to, que existe una alta concordancia entre cada una de
las técnicas y el método referente [10]

Con el objetivo de predecir las estimaciones de RCS
de la técnica referente FOSS a partir de valores ob-
tenidos por los métodos DCC, PCHECK y EKOMS,
se realizaron regresiones inversas que generaron las
siguientes ecuaciones: FOSS =(DCC - 0.94)/0.84;
FOSS =(EKOMS - 1.54)/0.71 y FOSS =(PCHECK -
0,93)/0,83. La figura 2, presenta la relacién entre los
valores de FOSS reales y aquellos predichos por las
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ecuaciones de regresion desarrolladas para cada uno
de los métodos analiticos en estudio. Los resultados
demuestran que basados en las estimaciones de las
técnicas DCC, PCHECK y EKOMS se pueden obte-
ner estimaciones lo suficientemente cercanas a los
valores reales encontrados con la técnica FOSS. De
esta manera, los valores de los métodos analiticos en
estudio podrian ser usados para una determinacion
mas precisa de los RCS, lo que brinda grandes ven-
tajas, ya que algunas de estas técnicas son rapidas y
flexibles para el analisis en campo.

Los resultados del andlisis realizado para evaluar la
capacidad discriminativa de los métodos en prueba
(DCC, EKOMS y PCHECK) para identificar altos y ba-
jos RCS similar a lo obtenido por el método referente
(FOSS), a través de los andlisis de la curva ROC se
muestra en la figura 3 y cuadro 3.

En general, la capacidad discriminativa fue alta para
los métodos analizados, dado a que se encontraron
valores de area bajo la curva por encima del 80% [12].

Figura 1. Analisis de concordancia entre FOSS (prueba referente)
y tres métodos diferentes de RCS.
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No obstante, es de resaltar que la técnica DCC pre-
sentd la mayor capacidad para discriminar entre al-
tos y bajos RCS, mientras que EKOMS y PCHECK
se comportaron de manera similar. Estos resultados
muestran el mismo comportamiento encontrado en
los analisis de concordancia. Los puntos de corte en
escala logaritmica donde se alcanzé la mayor sensi-
bilidad (probabilidad de tener altos RCS tanto con el
método estandar como en el de prueba) y especifi-
cidad (probabilidad de tener bajos RCS tanto con el
método estandar como en el de prueba) fueron de
5,63, 5,49 y 5,48 para DCC, PCHECK y EKOMS,
respectivamente, valores que fueron muy cercanos

Figura 2. Relacion entre los RCS reales obtenidos con FOSS
y los predichos por las ecuaciones asociadas a los métodos
analiticos comparados.
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Cuadro 3. Parametros estimados a partir de la Curva ROC,
para cada uno de los métodos en estudio.

Parametro DCC EKOMS PCHECK
Area bajo la curva 0,946 0,852 0,866
+/- EE +/-0,021 | +/-0,038 | +/- 0,035
Limites de confianza | 0,904 - 0,777 - 0,798 -
95% 0,988 0,926 0,934
indice de Youden 0,78 0,68 0,61
Valor RCS (log) 5,63 5,48 5,49
Sensibilidad 0,90 0,85 0,90
Especificidad 0,88 0,83 0,71

Figura 3. Resultado de la prueba ROC, con sensibilidad mas
cercana a la prueba testigo FOSS
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al punto de corte utilizado con la técnica referente
FOSS para categorizar la variable RCS (5,55). De esta
manera se lograron establecer valores de sensibili-
dad por encima del 85% y de especificidad por enci-
ma del 71%, reafirmando la capacidad discriminativa
de los métodos en estudio.

CONCLUSIONES

El estudio presenta la incidencia de variables ambien-
tales que afectan el RCS, en leche de tanque, estas fue-
ron: época de muestreo, tipo de ordefio, zona (altitud),
BPG, origen racial y alimentacién con pollinaza y efecto
de la cantidad de patégenos aislados, corroborando el
efecto multifactorial de los sistemas de produccién de
leche que influyen sobre los RCS.

Los analisis comparativos entre los métodos de esti-
macién de RCS indicaron que los RCS obtenidos con

las técnicas DCC, EKOMS y PCHECK son semejantes
alos valores generados por el método referente FOSS.
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