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RESUMEN

Con el fin de evaluar la eficiencia de la conductividad eléctrica de la secrecion lactea en la
deteccidn de infecciones intramamarias en vacas lecheras, en el presente estudio se compararon
distintos métodos diagnosticos de mastitis. EI ensayo se realizd en un plantel con sistema
confinado donde se trabajé en poblaciones de vacas primiparas y multiparas. Se seleccionaron
vacas segun la variacion de la conductividad eléctrica de la leche (CEL) como positivas y negativas
para luego realizarles examen directo de leche (EDL) y California Mastitis Test (CMT) para
diagnosticar mastitis clinica (MC) y mastitis subclinica (MSC), respectivamente. Al comparar los
distintos métodos diagndsticos, los valores obtenidos para la prueba de Chi-cuadrado fueron bajos,
lo que indico que no existe asociacion significativa entre los resultados del diagnostico obtenidos
por la pruebas de CEL, EDL y CMT en los mismos animales. Para evaluar la eficiencia de CEL
como método diagnostico, se determiné sensibilidad y especificidad considerando como pruebas
de referencia EDL y CMT. En la poblacién muestreada CEL presentd un 72,0% de sensibilidad y
un 38, 6% de especificidad en el diagndstico de MC. Como método diagnostico de MSC se observo
una sensibilidad de un 62,3% y una especificidad de un 38,2% en el total de la poblacidn de vacas.
Finalmente, se obtuvieron curvas de rendimiento diagnéstico (curva de ROC) para multiparas y
primiparas que indicaron que el examen de CEL tiene un bajo valor diagnéstico como prueba. Con
estos resultados se concluye que la CEL es un método Util en el diagnéstico de mastitis. Sin
embargo, CEL no puede ser la Gnica herramienta diagnostica para la deteccidn de mastitis, ya que

existen otras variables que podrian influir en el estado de salud de la glandula mamaria.



ABSTRACT

In order to evaluate the efficiency of the electrical conductivity of milk in the detection of
intramammary infections in dairy cows, in the present study different diagnostic methods for
mastitis were compared. The trial was carried out in a confined-system farm where primiparous
and multiparous cow populations were studied. Cows were selected according to the variation of
the electrical conductivity of the milk (CEL) as positive and negative to then perform direct milk
examination (EDL) and California Mastitis Test (CMT) to diagnose clinical mastitis (MC) and
subclinical mastitis (MSC), respectively. When comparing the different diagnostic methods, the
values obtained for the Chi-square test were low, indicating that there is no significant association
between the diagnostic results obtained by the CEL, EDL and CMT tests in the same animals. In
order to evaluate the efficiency of CEL as a diagnostic method, sensitivity and specificity were
determined considering EDL and CMT as reference tests. In the sampled population, CEL had
72.0% sensitivity and 38.6% specificity in the diagnosis of CM. As a diagnostic method of MSC,
a sensitivity of 62.3% and a specificity of 38.2% were observed in the total cow population.
Finally, diagnostic yield curves (ROC curves) were obtained for multiparous and primiparous
cows that indicated that the CEL measurement has a low diagnostic value as a test. With these
results, it is concluded that CEL is a useful method in the diagnosis of mastitis. However, CEL can
not be the only diagnostic tool for the detection of mastitis, since there are other variables that

could influence the health status of the mammary gland.



INTRODUCCION

La mastitis es un cuadro inflamatorio de la glandula mamaria caracterizado por cambios fisico-
quimicos de la leche, que se manifiestan como alteraciones de las caracteristicas visibles de la
leche y/o de la ubre en el caso de mastitis clinica, 0 en un incremento en el recuento de células

somaticas en el estado subclinico de la mastitis.

Los esfuerzos en el manejo de esta enfermedad van dirigidos hacia el tratamiento y sobre todo a
la prevencion, tanto de los casos clinicos como de los casos subclinicos. Para ejecutar acciones de
tratamiento y evaluar acciones de control se deben emplear métodos adecuados de diagnostico
para diferentes tipos de casos.

Los métodos de exploracion clinica empleados para el diagnéstico de la mastitis corresponden al
examen directo de la glandula mamaria y de la secrecion lactea, siendo fundamental este Ultimo

método para el diagndstico eficaz del cuadro clinico.

En el caso de la mastitis subclinica existen variados métodos diagnosticos. Los mas empleados se
basan en la determinacion del recuento de células somaticas en la leche, en forma directa como
recuento directo o electrénico de células somaticas (Fossomatic) e indirectos como el “California
Mastitis Test” (CMT). Se han desarrollado otros métodos diagnosticos, entre ellos la evaluacién
de iones, basada fundamentalmente en el aumento de la concentracion de cloruros en la leche, la
cual se puede medir indirectamente cuantificando la conductividad eléctrica de la secrecion lactea.
Esta medicidn puede estar incorporada a equipos de ordefio como ocurre en el sistema Afifarm™,
lo que permite medir este parametro en cada vaca durante el ordefio y de este modo monitorizar
instantaneamente la condicion sanitaria de la glandula mamaria. La eficiencia de esta metodologia
para el diagnéstico de mastitis, sobre todo al compararla con el examen directo de leche y el

recuento de células somaticas, es o puede ser discutible.

Considerando lo expuesto se realizd este estudio, con el proposito de comparar el valor diagnostico

de la medicion de conductividad eléctrica de la leche durante el ordefio en relacién a la



determinacion indirecta de células somaticas mediante California Mastitis Test y el Examen

Directo de Leche (EDL) en los casos de mastitis clinica.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

I.  Mecanismos de defensa de la glandula mamaria

La infeccidn de la glandula mamaria ocurre cuando se produce el ingreso de algn agente patégeno
por el canal del pezon de uno de sus cuartos. Los mecanismos de defensa primarios impiden que
los microorganismos atraviesen esta barrera. Si existe traspaso de patdgenos, los mecanismos de
defensa secundarios, que comprenden al sistema inmune, con varias sustancias quimicas y
poblaciones celulares en la leche, se encargan de la proteccion del organismo (Sandholm vy
Korhonen, 1995).

Los mecanismos de defensa primarios corresponden a la barrera anatbmica con que cuenta la ubre
y la defensa secundaria tiene relacion con factores quimicos que acttan en una glandula mamaria
sana y aquellos que son activados por procesos inflamatorios e inmunoldgicos (Sandholm y
Korhonen, 1995).

A. Mecanismo de defensa anatémico

El canal del pezén junto con la piel es considera como la primera barrera de defensa contra los
patogenos. La condicion de la piel de la ubre es de vital importancia, cuando la piel se encuentra
sana la sobrevida de los patogenos es muy baja (King, 1981). El estrato corneo actla como una
barrera evitando la penetracién de agua, como asi también su pérdida desde capas inferiores. Para
que la piel mantenga sus caracteristicas de flexibilidad y suavidad, el contenido acuoso del estrato
cornificado debera mantenerse en un rango de entre 10 — 20 %. Si el contenido de humedad decae
por debajo del 10 %, la piel se torna rugosa y predispone a erosiones. Bajo estas condiciones, el
contenido acido de la piel, determinado principalmente por acido lactico, acidos grasos libres y
aminoacidos, cambiard. Como consecuencia la piel serd& més propensa a la colonizacion de

patogenos, predisponiendo a los animales a infecciones (Zecconi y Smith, 2000).

El canal del pezon es la principal puerta de entrada a la ubre de numerosos microorganismos
causantes de mastitis (Sandholm y Korhonen, 1995). El didmetro del canal pezén, y en menor

medida la longitud del mismo, tienen una relacién directa con la incidencia de infecciones

11



intramamarias. A mayor diametro y mayor largo, mayor tasa de nuevas infecciones. Estudios
morfométricos indican que el diametro del canal del pezdn cambia considerablemente durante el
periodo seco y la lactancia del animal (NMC, 1996). Se le atribuye una mayor resistencia a
infecciones intramamarias a la formacion del tapon de queratina en el conducto del pezon, el cual
previene el ascenso y multiplicacion bacteriana en la glandula. Durante la lactancia, después que
la vaca ha sido ordefiada, el canal permanece abierto por aproximadamente dos horas, favoreciendo
el ingreso de microorganismos patdgenos (Sandholm y Korhonen, 1995; Corbellini, 1998). La
informacion respecto a la accion de la queratina es un poco confusa: Debido a su rica composicion
en proteinas basicas y &cidos grasos, esta ejerceria cierta actividad bactericida (Sandholm y
Korhonen, 1995). No obstante, otros trabajos demuestran que la queratina actuaria ejerciendo un
efecto fisico, de adsorcién de las bacterias, impidiendo su paso y posterior colonizacién de la
glandula, méas que un efecto bactericida, luego las bacterias retenidas en la queratina, mas las
células en proceso normal de descamacion, son removidas por la columna de leche durante la
ordefa (Corbellini, 1998).

B. Mecanismos de defensa quimicos e inmunoldgicos

Las concentraciones de factores antibacterianos en la secrecion de la glandula mamaria estan
relacionadas con aspectos genéticos y la salud mamaria depende de la presencia de estos factores.
Generalmente, los factores antibacterianos se concentran en la secrecion de la glandula durante el
periodo seco y son abundantes en el calostro. Sus concentraciones son mas bajas durante el pic de
lactancia, pero aumentan considerablemente cuando la ubre esta inflamada (Sandholm y
Korhonen, 1995).

La inflamacion de la ubre estd acompafiada por cambios en el tejido glandular. Estos cambios
dependen del tipo de microorganismos que causen la inflamacion y de la severidad de la infeccion
(Rosenberger, 1994). El cuadro inflamatorio se presenta luego que los microorganismos causantes
de la mastitis penetran en la glandula, se multiplican en el tejido productor de leche y liberan
toxinas. La presencia de bacterias, toxinas y otros componentes provoca una serie de procesos
inmunologicos en que los leucocitos se trasladan desde la sangre hacia la leche para destruir a los

microorganismos invasores. Asi mismo, ingresan al cuarto infectado fluidos provenientes del

12



torrente sanguineo y del sistema linfatico con el objeto de diluir las toxinas bacterianas. Este flujo
sanguineo, linfatico y la migracion de leucocitos hacia el tejido glandular afectado (cuarto)

constituye la respuesta inflamatoria (Philpot y Nickerson, 2000).

Los factores de defensa celular o humoral de la leche, como ya se dijo, tienen un efecto
antibacterial. En estos, intervienen los leucocitos polimorfos nucleares (PMN), los linfocitos y los
macrofagos. Los factores humorales son las inmunoglobulinas, los factores del complemento, el
sistema lactoperoxidasa-tiocianato-peroxido-hidrégeno, la lactoferrina y la lisozima (Wolter y
Klopper, 2004).

El paso activo de leucocitos sanguineos a la luz alveolar es uno de los mecanismos naturales mas
importantes de defensa contra la mastitis. En el caso de una glandula mamaria sana se puede
observar un contenido menor de cien mil leucocitos por mililitro de leche. El contenido de
leucocitos aumenta como una respuesta a los microorganismos invasores. En el caso de la mastitis
aguda, los conteos pueden llegar a millones de células somaticas por mililitro. Los leucocitos mas
numerosos durante el curso de una mastitis son los granulocitos polimorfo nucleares (PMN), sin
embargo pueden pasar de 12 a 24 horas después de la infeccion antes de que el contenido de PMN

aumenta claramente (Wolter y Klopper, 2004).

Entre los factores humorales mas relevantes podemos mencionar la lactoferrina, una proteina con
capacidad para fijar el hierro (Fe), producida por las células epiteliales y fagocitos de la glandula
mamaria (Sandholm y Korhonen, 1995). En la leche normal, su concentracion es baja, pero se
incrementa durante la involucion de la glandula o durante algin proceso inflamatorio (Smith y
Oliver, 1981). Ademas existen cuatro clases de inmunoglobulinas (lg) descritas en la glandula
mamaria, IgA, IgE, 1gG (IgG1, 1gG2) e IgM (Butler, 1986), las cuales pueden ser producidas en
la misma glandula o derivar del torrente sanguineo (Tizard, 1996). La concentracion de Igs en la
glandula varia de acuerdo al momento de la lactancia y al grado de salud de la misma. En leche
normal su concentracion es relativamente baja (50 — 150 mg/ml) en comparacion con el calostro,
o con la glandula inflamada, incrementandose en este Gltimo caso entre 2 y 3 veces sobre el valor
normal (Sordillo et al., 1987; Norcross, 1991).
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Il.  Manifestaciones de la glandula mamaria

La inflamacion de la glandula mamaria con manifestaciones clinicas se caracteriza por
anormalidades visibles de la leche y/o del tejido mamario, cuya severidad segun el agente actuante
varia mucho en el curso de la enfermedad. Pueden observarse cuartos eritematosos, o bien, zonas
induradas a la palpacion. En la secrecion lactea las anormalidades van desde presencia de pus,
grumos, floculos, hasta exudados sanguinolentos o serosos. La mastitis clinica generalmente es

causada por estafilococos, estreptococos o coliformes (Philpot y Nickerson, 2000).

El estado subclinico no puede ser detectado directamente, ni en la ubre, ni en la leche, ya que
ambas tienen apariencia normal. Deben ser utilizadas otras herramientas diagndsticas tales como,
recuento de células somaticas, deteccion de iones u otras modificaciones bioquimicas de la leche.
(Tinsky, 1995). Las principales modificaciones de la glandula mamaria inflamada incluyen (1)
traspaso de iones, proteinas y enzimas desde el torrente sanguineo a la secrecion lactea debido a
un aumento en la permeabilidad, (2) infiltracién de células fagociticas en el parénquima mamario,
(3) y una disminucion de las concentraciones de ciertos componentes de la leche (Pyoéralé, 2003);
esto se ve reflejado en la modificacion de la composicion quimica de la leche, por la disminucién
de materia grasa y solidos no grasos, especialmente lactosa, siendo compensado este descenso, en
parte, por el aumento de sodio y cloro proveniente del torrente sanguineo, restableciéndose asi el
equilibrio de la presién osmética de la glandula mamaria. En relacion a las proteinas, se ha descrito

disminucion de la caseina, aumento de globulinas y albdmina sanguinea (Schalm, 1977).
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I1l.  Aspectos epidemiolégicos

Se debe tener presente que la mastitis es el resultado de la interaccién entre muchos factores, tales
como susceptibilidad de la vaca, condiciones ambientales, con los microorganismos a los que estan
expuestos los pezones, patogenicidad agente causal, estrés, manejo de los animales, rutina e
higiene del ordefio, estado de funcionamiento del equipo de ordefia y desempefio de quienes

manipulan e interacttan con las vacas (Philpot, 1999).

La mastitis se puede clasificar segin presencia o ausencia de signos en mastitis clinica y mastitis
subclinica (Blood et al.,1992).

Epidemioldgicamente, se denomina mastitis contagiosa el cuadro causado por bacterias gram
positivas que viven casi exclusivamente dentro de la ubre. Las bacterias contagiosas mas
importantes son: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Micoplasma bovis y
Corynebacterium bovis. Algunos de estos microorganismos pueden vivir en el ambiente, pero el
reservorio principal de cepas patdgenas son las ubres de animales infectados. Tipicamente se
transmiten de un animal enfermo a un animal sano durante el ordefio o inmediatamente después
de este (Ruegg, 2003).

La mastitis ambiental, es causada por bacterias gram positivas (Streptococcus spp.) y gram
negativas (coliformes) que viven en el ambiente que rodea a la vaca, como camas, cubiculos,
estiércol, suelo y el agua. Las bacterias penetran la ubre durante el ordefio o el intervalo entre
ordefios a través del esfinter del pezon. Los estreptococos ambientales mas comunes son:
Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae. Las bacterias coliformes mas comunes son:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca y Enterobacter aerogenes. Otros
microorganismos oportunistas que también pueden causar mastitis ambiental son:
Pseudomonaaeruginosa, Actinomyces pyogenes, Nocardia asteroides, Bacillus cereus, Serratia

marcescens y Candida albicans (Ruegg, 2003).
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IV.  Meétodos diagnosticos de mastitis

La mastitis se diagnostica mediante métodos de exploracion clinica, por exdmenes en la sala de
ordefio y mediante métodos de laboratorio, que detectan la presencia de inflamacién (Philpot y
Nickerson, 2000).

A. Mastitis clinica

En el caso de mastitis clinica, cuartos o leche anormales pueden detectarse visualmente gracias a
la respuesta inflamatoria. EI examen directo de la glandula puede detectar el estado clinico
mediante inspeccién y palpacion de la ubre, al igual que con el examen directo de leche, que se
realiza mientras se prepara la ubre para el ordefio, donde se observan los primeros chorros de leche

detectando la que es clinicamente anormal (Philpot y Nickerson, 2000).

B. Mastitis subclinica

Existen diversos métodos diagnosticos:

i.  Dafo tisular y alteraciones de la permeabilidad de los capilares sanguineos, como:

a. Deteccidn de iones Na+, K+, Cl-: Prueba de Cloruros, que es un método directo. Es
una prueba cuantitativa, que se basa en un analisis volumétrico. Los cloruros en la
leche normal permanecen constantes de 0,09 a 0,14 %. Este porcentaje aumenta en
caso de leches mastiticas o con otra afeccion de la glandula mamaria. La
concentracion de iones en la leche varia no solamente por el aumento de la
capilaridad, sino también por el dafio activo del sistema de transporte. Este sistema
es muy activo, existiendo paso de sodio al fluido extracelular y de potasio al
intracelular. En el caso de la desintegracion de las células secretoras, los iones

contenidos en el fluido intracelular entran en la cAmara alveolar. Estos cambios de
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la concentracion de iones causan un aumento de la CEL (Spakauskas y Klimiene,
2006).

b. Determinacién de enzimas: Prueba de la N-Acetil-B-D-Glucosaminidasa
(NAGasa), beta-glucuronidasa y catalasa (Kitchen et al., 1980). Muchas enzimas
aumentan en la leche durante la inflamacion. Las enzimas relacionadas con la
sintesis de la leche disminuyen y las relacionadas con la inflamacion aumentan. Las
enzimas que provienen de los fagocitos aumentan exponencialmente. Ellas incluyen
NAGasa, la beta-glucuronidasa y catalasa. Estas enzimas lisosomales han resultado
ser indicadores confiables de inflamacion. La NAGasa es una enzima intracelular
que es liberada en la leche durante la fagocitosis de neutrdéfilos y lisis de la célula,
y en algun grado produce dafio a las células epiteliales de la ubre (Pydraléd, 2003).

ii.  Respuesta del animal frente a la enfermedad:

a. Métodos directos: Recuento microscépico directo de células somaticas, Métodos
electrénicos (Fossomatic) (Kitchen, 1981). Recuento de células sométicas (RSC):
Las células somaticas estan compuestas de leucocitos y ocasionalmente de células
epiteliales y es lo que se mide en un mililitro de leche para chequear el estado de
salud de la glandula mamaria en los planteles lecheros. Normalmente en la leche de
vacas no infectadas aparecen neutréfilos (1 a 11 %), macrofagos (66 a 88 %),
linfocitos (10 a 27 %) y células epiteliales (0 a 7 %). EI RCS de una vaca que no
estd cursando mastitis, es por lo general, menos de 200.000 cs/ml y muchas vacas
mantienen los valores de RCS de menos de 100.000 cs/ml. Cuando la glandula
mamaria estd cursando mastitis, existen sefiales de defensa del sistema inmune
donde los macrofagos generan una respuesta frente a la inflamacion generandose
un aumento en los neutrofilos que van a fagocitar las bacterias causantes de la
mastitis. Mas del 90 % del RCS en glandulas infectadas estd compuesto de
neutrdfilos y un RCS mayor que 200.000 cs/ml es un indicador de mastitis (Ruegg,
2002).
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Métodos indirectos: El Test Whiteside. Se basa en determinar el aumento de
leucocitos en la secrecion lactea con mastitis. Para este proposito, una solucion de
hidroxido de sodio al 4% se hace reaccionar en volimenes idénticos con la leche en
estudio, 3 ml de una solucion de NaOH y 3ml de leche, resultando positiva la prueba
con la formacién de gel de la mezcla (Schalm, 1971 citado por Muhammad et al.,
2011). EI test de Wisconsin. Es una prueba de laboratorio que puede ser utilizada
en leche fresca o de estanque para realizar recuento de células somaticas, mediante
un tubo graduado en milimetros, donde se depositan 2 ml de leche con 2 ml de
reactivo (lauril sulfato de sodio) y agua destilada en una relacién 1:1; enseguida se
agita por diez segundos, se deja reposar diez segundos y luego se invierten los tubos
durante otros diez segundos, se cuantifica segun viscosidad, los resultados se
relacionan con la escala graduada en mililitros de tubo y el valor de las células
somaticas, cuando los valores son superiores a un millon de células somaticas, es
una glandula mamaria con mastitis (Bedolla et al., 2007). California Mastitis Test
(CMT). Consiste basicamente en exponer una muestra de leche a un reactivo que
provoca un incremento en la viscosidad de ésta cuando existe mastitis. Se basa en
una evaluacion de la respuesta del sistema inmunitario del animal ante la
enfermedad con un incremento de células defensivas en la sangre, que viajan por el
torrente sanguineo a la glandula mamaria y aumentan en la forma proporcional a la
inflamacién. El reactivo del CMT consta de un detergente que reacciona con el
ADN de las células somaticas y un colorante indicador de pH induciendo la
formacion de un gel de distinta viscosidad y cambio de color de la leche,
dependiendo del recuento de células somaticas (Rosenberger, 1994; Peréz. et al.,
2008). CMT es una prueba rapida, econémica y que detecta en forma indirecta el
aumento de células somaticas en la leche. Segun la reaccidn observada, se clasifica
la mastitis subclinica en Trazas, cuando se observa una ligera formacion viscosa;
en Grado 1, cuando hay una clara formacion viscosa inmediatamente después de
realizada la mezcla; en Grado 2, cuando ademas de una clara solucion viscosa el
liquido forma una masa periférica y queda expuesto el fondo de la paleta y Grado 3
cuando la viscosidad alcanza su maximo, y la superficie de la solucion se vuelve

convexa o adquiere forma de cupula (Schalm, 1977). CMT es una prueba de terreno
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confiable para detectar mastitis subclinica, desarrollada para ser utilizada en cuartos
individuales aunque también se ha usado en muestras compuestas de cada vaca, con
leche fresca o refrigerada. Si se usa leche almacenada, la muestra de leche debe ser
homogenizada antes de la prueba de CMT (Ruegg, 2002).

Actualmente, las pruebas mas utilizadas para detectar mastitis subclinica que
pueden ser usadas en la sala de ordefia son el CMT y la medicion de la CEL
(Pyorala, 2003).

iili.  Prueba de Conductividad Eléctrica de la leche (CEL):

Es una prueba que mide de forma indirecta la concentracion de iones (Hammer y Bailey, 1917
citado por Molina, 1988). La medicion de la conductividad eléctrica de la leche (CEL) para
detectar mastitis esta basada en los cambios idnicos que ocurren durante la inflamacion (Pyorala,
2003). La CEL esta determinada por la concentracion sodio, potasio, calcio, magnesio, cloro, y
otros iones (Barth et al., 2000 citados por Spakauskas y Klimiene, 2006). CEL se ha utilizado
como un indicador de la mastitis, basado en el aumento de la conductividad eléctrica de la leche
debido a su mayor contenido electrolitico, especialmente de iones de sodio y cloro, utilizdndose

como método para monitorear el estado de la mastitis en vacas individuales (Norberg et al., 2004).

Se encuentra incorporada a algunos equipos de ordefia, con sistemas en linea que identifica de
forma individual a las vacas, asi como también en forma de medidores portatiles, lo que permite
la monitorizacion individual por cuarto (Norberg et al., 2004; Elizalde et al., 2009). Como este
sistema entrega informacion sobre la produccién lactea, el nimero de partos y los dias de lactancia
de cada vaca, contribuye a un andlisis del rebafio en cuanto a la incidencia de mastitis y de

diferentes subpoblaciones dentro del rebafio (Bedolla et al., 2007).

La conductividad eléctrica es una medida de la resistencia al paso de la corriente eléctrica por la
leche, por lo que, numéricamente es el reciproco de la citada medida de resistencia. La unidad de
medida para CEL es el milisiemens por centimetro (mS/cm). La conductividad eléctrica tipica de

la leche varia entre 4,0 y 5,5 mS/cm a 25°C (Ruegg, 2002); utilizandose limites o valores maximos
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para diagnosticar mastitis en muestras de leche compuestas (por vaca, rebafio o estanque) o de

cuartos mamarios (Maatje, 1992; Lansbergen, 1994).

Los modelos de diagndstico basados en valores maximos de CEL y andlisis en tiempos seriados
frecuentemente han mostrado resultados prometedores para la deteccion de la mastitis. Sin
embargo, existen vacas enfermas que no son detectadas y vacas sanas que son clasificadas como
enfermas, lo que indicaria respectivamente baja sensibilidad y baja especificidad para este método
diagndstico. Esto se puede explicar en parte por una interpretacion inadecuada de la medicién de
CEL (Norberg et al., 2004). Se ha sugerido gque al considerar solamente los valores altos de CEL,
puede omitirse informacion importante para la interpretacion diagnostica (Lake, 1992; Nielen,
1992).

Por otra parte, la mastitis no es la Gnica causa del cambio del contenido ionico de la leche: Existen
factores no relacionados con la mastitis que influyen en el contenido iénico, entre éstos, la
temperatura de la leche (CEL aumenta 0,113 mS/cm por grado Celsius en muestras de la leche),
la etapa de lactancia, el porcentaje de grasa (la grasa no es conductor eléctrico), el intervalo del
ordefio y la raza (Ruegg, 2002). Ademas las vacas que presentan mastitis no siempre muestra una
CEL alta del cuarto infectado, pero el valor en CEL de un cuarto infectado puede ser mayor
que el valor en CEL de la leche de cuartos sanos. Es por ello que la medicién por cuarto que
por animal y una combinacién del valor absoluto y la variacién de las medidas de la CEL puede

mejorar este indicador de mastitis (Norberg et al., 2004).

Los sistemas computacionales tienen un potencial en la evaluacion de mastitis clinica y mastitis
subclinica debido a que se cuenta con los datos de cada ordefia y no con muestras tomadas sélo en
determinados momentos, por lo que se puede realizar analisis basados en las variaciones de CEL
que han ocurrido en el transcurso del tiempo en las vacas y en el rebafio (Nielen, 1995). Algunos
de los sistemas de ordefio automatizados tienen sensores incorporados para medir CEL durante la
ordefia (Kitchen, 1981), por lo tanto, CEL puede ser usada para el diagndstico de mastitis. Sin
embargo, los datos sobre el valor diagndstico de este método son contradictorios (Hamann et al.,

2000 citados por Spakauskas y Klimiene, 2006).
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HIPOTESIS

La variacion de conductividad eléctrica de la leche (CEL) es un indicador confiable de mastitis.

I. Objetivo general

Comparar la conductividad eléctrica de la leche con el examen directo de leche y California
Mastitis Test.

Il. Objetivos especificos

Comparar la prueba de conductividad eléctrica de la leche (CEL) con examen directo de leche

(EDL) para el diagnostico de mastitis clinica (MC).

Comparar la Prueba de conductividad eléctrica de la leche con California Mastitis Test (CMT)

para el diagnéstico de mastitis subclinica (MSC).
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MATERIAL Y METODO

I.  Ubicacién del estudio

Este estudio se realizo en la lecheria Sociedad Agricola Pahuilmo Ltda., ubicada en el Valle de
Mallauraco, provincia de Melipilla, Regién Metropolitana. El sistema de produccién corresponde
a un sistema de confinamiento permanente con distintos grupos de manejo de acuerdo a la cantidad

de partos, estado sanitario, estado fisioldgico y productivo de los animales.

Durante el periodo de estudio, se encontraban en lactancia aproximadamente 830 vacas Holstein

Friesian, con una produccion promedio de 31 litros diarios de leche por vaca.

El plantel cuenta con una sala de ordefia giratoria de cuarenta puestos, en la que se ordefian las
vacas tres veces al dia. La primera ordefia es a las 4 AM, la segunda a las 12 PM y la tercera a las
7 PM.

Se utilizan dos sistemas de alojamiento de vacas: Corrales con cubiculos individuales (“free stall”),

con cama de arena y en corrales de tierra (“dry lot”).
La alimentacion consiste en una racion completa formulada segiin nimero ordinal de partos, estado

fisiolégico y nivel de produccidn. La racion se entregaba dos veces al dia en comederos colectivos

ubicados a lo largo de cada corral.

Il.  Sistema de identificacion
Las vacas se identificaron con autocrotales numerados en las orejas ademas de un sistema de

identificacion electrénica mediante un podometro, el cual se fija por encima de la articulacién

metatarso-falangica izquierda, siendo generalmente instalado el tercer dia de lactancia.

22



Un sistema de lectura dentro de la sala de ordefia (Afimilk®) identifica el podémetro al momento
en que la vaca ocupa un puesto, registra los datos por vaca y del rebafio. Los datos asi obtenidos
se almacenan por medio del software para manejo de rebanos Afifarm™, para su posterior analisis.
Se trata de un software automatizado para manejar planteles de explotacion intensiva. Esta
tecnologia entrega datos referentes al estado sanitario del rebafio y del animal, por lo que se
dispone continuamente de informacién individual, la que incluye produccion de leche, numero de
partos, dias en lactancia y conductividad eléctrica de la leche, ademas de datos relacionados con
su fertilidad y nutricion.

I1l. Poblacién en estudio

Se examinaron 311 vacas durante cuatro meses. La poblacion se estratificd segun nimero ordinal
de parto (NOP) en 215 multiparas y 96 primiparas, y se agruparon segun la conductividad eléctrica

de la leche (CEL) en 194 positivas y 117 negativas.

IVV. Medicion de la conductividad eléctrica de la leche

Cada vaca fue seleccionada al azar posterior al primer ordefio y fue asignada a un grupo
determinado segun los valores de CEL. Se separaron multiparas de primiparas y en las multiparas
se realizé dos subgrupos segun los dias en leche (DL), con valores de la conductividad eléctrica
superior a los valores tipicos de CEL que van de 4,0 a 5,5 mS/cm, porque en este grupo pueden
existir aumentos asociados a factores como edad, estro y gestacion. En la tabla N° 1 se entrega el
criterio para seleccionar a las vacas como positivas a CEL, considerandose negativas las que

presentaban valores de CEL menores a los indicados en dicha tabla.
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Tabla N°1. Criterio para seleccionar vacas como positivas.

NOP Multiparas Primiparas
DL 1-100 101-280 1-280
CEL
(mS/cm) >7,0 >10,0 >6,0

Una vez finalizado el primer ordefio (AM), se revisaron los datos actualizados del rebafio
entregados por el software Afifarm™ con el sistema afimilk, con el fin de seleccionar los animales

positivos y negativos a mastitis segun los valores individuales de la CEL por vaca.

V. Examen Directo de Leche y California Mastitis Test

En el segundo ordefio (AM/PM), se identificaron las vacas (positivas y negativas a CEL) que
habian sido seleccionadas al azar segun el criterio de la tabla N° 1. A las 311 vacas en estudio se
les realizo las pruebas de referencia (EDL y CMT) para el diagnéstico de mastitis clinica y mastitis

subclinica, respectivamente.

Las vacas fueron sometidas primeramente a examen directo de leche ademas se inspecciond y
palpo la glandula mamaria, con el fin de contribuir a evaluar el estado sanitario de la ubre. A
continuacion, se eliminaron los primeros chorros para luego recolectar en la paleta para CMT una
muestra de leche para ver anormalidades macroscopicas del fluido tales como grumos, acuosidad
0 exudado sanguinolento. Si la hembra presentaba alteraciones visibles de la leche en uno de

los cuartos, se daba por positiva a mastitis clinica.

Luego se realizé la prueba de CMT, aplicando el reactivo a cada receptaculo de leche y después
de 15 segundos se realizo la lectura del recuento de células somaticas segun la viscosidad y
coloracion de la reaccion de la muestra de leche, siendo positivas a mastitis subclinica a aquellas

hembras que presentaban grados 1, 2 6 3, en uno o0 mas receptaculos de la paleta de CMT.
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Analisis de Resultados

Los resultados se analizaron considerando tres grupos de animales, vacas multiparas, vacas

primiparas y poblacién total en estudio.

Se trabajo con tablas de contingencia para la tabulacion de los datos donde se calcularon
frecuencias absolutas y frecuencias relativas comparando las CEL con las pruebas de referencia
(EDL y CMT) para evaluar la distribucién de las poblaciones de vacas multiparas y de primiparas
segun positivas y negativas a la prueba en estudio.

Mediante la prueba de Chi-cuadrado de Pearson, se estudié la asociacién de los resultados de la
CEL, con los resultados obtenidos de EDL y CMT.

Para evaluar el valor diagnostico de la prueba de CEL se determind su sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y valor predictivo negativo, en la deteccion de MC y MSC, mediante

EDL y CMT, respectivamente.

Finalmente, se analizaron las curvas de rendimiento diagnoéstico o Receiver Operating
Characteristic (ROC) de CEL. Se gréafico la curva de ROC que estima la eficiencia diagnéstica de
las pruebas de referencias (EDL y CMT), la cual es una representacién gréfica de la sensibilidad
frente a [especificidad-1], donde se interpreta que entre mas cerca esté la curva del angulo

izquierdo superior del gréafico, se obtiene un mayor rendimiento diagndstico.

Se calcularon las frecuencias de animales negativos verdaderos, positivos verdaderos, falsos
negativos y falsos positivos a la prueba de CEL, segun los resultados obtenidos en los mismos
animales con EDL. ElI mismo agrupamiento se establecié segun los resultados con la otra prueba

de referencia (CMT). La frecuencias asi obtenidas fueron comparadas en forma descriptiva.

Los analisis estadisticos se efectuaron utilizando el programa estadistico InfoStat Version 2004.
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De la poblacion total, 194 animales presentaron valores de Conductividad Eléctrica de la Leche
(CEL) mayores a los valores establecidos en la Tabla N°1 segun los dias en leche para los grupos

definidos, de las cuales 132 eran vacas multiparas y 62 primiparas. Las vacas con valores inferiores

RESULTADOS

fueron 117, siendo 83 multiparas y 34 primiparas.

Tabla N°2. Frecuencia de animales segun resultado de CEL

Positivas a CEL Negativas a CEL Pob. Total
Multiparas 132 83 215
Primiparas 62 34 96
Total 194 117 311

Con los datos sefialados anteriormente, de acuerdo a MC y MSC se comparé la positividad a
Conductividad Eléctrica de la Leche (CEL) con Examen Directo de Leche (EDL) y el California

Mastitis Test (CMT) para evaluar la eficiencia de CEL como método diagnostico en los cuadros

de mastitis clinica y subclinica, respectivamente.
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I. Comparacion de CEL con las pruebas de referencia (EDL y CMT) para los estados de

mastitis clinica y mastitis subclinica

En la Tabla N° 3 se comparan los resultados para mastitis clinica obteniendo los casos coincidentes

y divergentes respecto de ambas pruebas.

De este modo, se observd que los casos en que los resultados coinciden para ambas pruebas,
Negativo\Negativo y Positivo\Positivo a CEL y al EDL, corresponden a un 41,2%. Para la
poblacion total en ambas pruebas evaluadas comparativamente, las vacas negativas a CEL y al
EDL tienen una coincidencia de 35,4% y las vacas con mastitis clinica positiva a CEL y al EDL

coinciden en un 5,8%.

Al analizar los resultados de las pruebas a CEL y al EDL existe un 58,8% de divergencias, es decir,
existen falsos negativos correspondientes a un 2,2% y falsos positivos correspondientes a un 56,6%

respecto de la poblacion total examinada.

Tabla N°3. Frecuencias absolutas y relativas de las vacas en estudio segun resultados
comparativos entre CEL y EDL

CEL Negativo | Positivo Resultados Negativo Positivo Resultados Poblacién
\ \ \ Coincidentes \ \ Divergentes Total
EDL Negativo Positivo CEL\EDL Positivo Negativo | CEL\EDL
Multiparas 79 13 92 4 119 123 215
36,7% 6,1% 42,8% 1,9% 55,3% 57,2% 100,0%
Primiparas 31 5 36 3 57 60 96
32,3% 5,2% 37,5% 3,1% 59,4% 62,5% 100,0%
Pob. Total 110 18 128 7 176 183 311
35,4% 5,8% 41,2% 2,2% 56,6% 58,8% 100,0%
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En la segunda parte del estudio, Tabla N°4 se comparan los resultados para mastitis subclinica
obteniendo los casos coincidentes y divergentes respecto de ambas pruebas, del mismo modo como
se analiz6 CEL y EDL.

De este modo, se observd que los casos en que los resultados coinciden para ambas pruebas,
Negativo\Negativo y Positivo\Positivo a CEL y a CMT corresponden a un 50,8%. Para la
poblacion total de ambas pruebas comparativas, las vacas negativas a CEL y a CMT, tienen una
coincidencia de 17,4% y las vacas con mastitis subclinica positiva a CEL y a CMT coinciden en
un 33,4%.

Al analizar los resultados de las pruebas a CEL y a CMT existe un 49,2% de divergencias, es decir,
existen falsos negativos correspondientes a un 20,3% y Falsos Positivos correspondientes a un

28,9% respecto de la poblacién total examinada.

Tabla N°4. Frecuencias absolutas y relativas de las vacas en estudio segun resultados
comparativos de CEL y CMT

CEL Negativo Positivo Resultados Negativo Positivo Resultados Poblacion
\ \ \ Coincidentes \ \ Divergentes Total
CMT Negativo | Positivo CEL\CMT Positivo Negativo | CEL\CMT
Multiparas 35 74 109 48 58 106 215
16,3% 34,4% 50,7% 22,3% 27,0% 49,3% 100,0%
Primiparas 19 30 49 15 32 47 96
19,8% 31,3% 51,0% 15,6% 33,3% 49,0% 100,0%
Pob. Total 54 104 158 63 90 153 311
17,4% 33,4% 50,8% 20,3% 28,9% 49,2% 100,0%

Al analizar las frecuencias absolutas y relativas de los resultados obtenidos en este estudio, se
observa que en ambas comparaciones de las pruebas de referencia entre EDL y CMT con CEL,
los resultados de coincidencias y divergencias tienden a ser semejantes para multiparas, primiparas

y poblacion total, como se muestra en las Figuras N°1 y N°2.
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Figura 1: Frecuencias relativas de las poblaciones en estudio para CEL / EDL
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Figura N°2: Frecuencias Relativas de las poblaciones en estudio para CEL / CMT
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1. Asociaciones entre los resultados de las Prueba de CEL-EDL y CEL-CMT

Las tablas N° 5y 6 corresponden al andlisis de las funciones presentadas en las tablas N° 3 y 4,
usando la prueba de Chi-Cuadrado de Pearson, con un grado de libertad y un 5% de significancia,
corregido segln Yates, debido a que existieron algunos valores en las frecuencias obtenidas

inferiores a cinco.

Tabla N°5. Analisis de la prueba de 3> para CEL-EDL

Prueba Corregido
Poblacion De D(XX) |P.dey*| P segun Probabilidad
referencia Yates
Multiparas EDL MC 1,77 | 0,18 1,15 0,28
Primiparas EDL MC 0,02 | 0,90 0,07 0,80
Pob. total EDL MC 1,07 | 0,30 0,67 0,41
Tabla N°6. Analisis de la prueba de > para CEL-CMT
Prueba Corregido
Poblacion De DX) |P.dey>| P segun Probabilidad
referencia Yates
Multiparas CMT MSC 0.07 | 0.79 0.01 0.91
Primiparas CMT MSC 0.16 | 0.69 0.04 0.85
Pob. Total CMT MSC 0.02 | 0.90 0.00 0.99

En las tres poblaciones, para las dos comparaciones, los valores obtenidos del estadigrafo Chi-
cuadrado fueron bajos, aceptandose la hipétesis nula, es decir, que para ambas subpoblaciones y
poblacidn total en estudio, no existe asociacion estadisticamente significativa entre los resultados

del diagnostico con las pruebas de referencia (EDL y CMT) y CEL.
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I1l. Sensibilidad, Especificidad y Valores Predictivos de la conductividad eléctrica de la
leche como prueba diagnostica del estado clinico y subclinico segun pruebas de

referencia (EDL y CMT)

Con el objetivo de evaluar la eficiencia como método diagnéstico de CEL, se determiné la
sensibilidad, especificidad y los valores predictivos de la prueba, considerando como pruebas de

referencia o gold standard, los exdmenes de EDL y CMT.

Tabla N°7. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de CEL en el diagnostico de MC

Valor Valor
Poblacion | Sensibilidad % | Especificidad % predictivo predictivo
positivo % negativo %
Multiparas 76,5 39,9 9,9 95,2
Primiparas 62,5 35,2 8,1 91,2
Pob. Total 72,0 38,6 9,3 94,0

Tabla N°8. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos de CEL en el diagnéstico de MSC

Valor Valor
Poblacion | Sensibilidad % | Especificidad % | predictivo predictivo
positivo % negativo %
Multiparas 60,7 37,6 56,1 42,2
Primiparas 66,7 37,3 48,4 55,9
Pob. Total 62,3 38,2 53,6 46,2

De las tablas N°7 y 8 se desprende que:

> La probabilidad de detectar multiparas efectivamente afectados por MC fue de un 76,5%

alcanzando en primiparas un valor 62,5% y en la poblacién total a 72,0%.
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> La probabilidad de detectar multiparas no afectadas por MC fue de 39,9%; alcanzando en

primiparas un valor de 35,2% y en la poblacién total a 38,6%.

> La proporcion de vacas con MC en multiparas, detectadas por CEL fue de 9,9%. En

primiparas de un 8,1% y 9,3% en el total de la poblacion.

> La proporcion de vacas con MC en multiparas, no detectadas por CEL fue de 95,2%. En

primiparas de un 91,2% y 94,0% en la poblacion total.

> La probabilidad de detectar multiparas efectivamente afectadas por MSC mediante analisis
de CEL fue de un 60,7% ; alcanzando en primiparas y en la poblacion total valores de 66,7% y de
62,3%, respectivamente.

> La probabilidad de diagnosticar MSC en multiparas, habiendo obtenido un resultado

positivo en el analisis de CEL fue de un 56,1%, con valores de 48,4% y 53,6% para las primiparas

y el total de la poblacion respectivamente.

> La proporcién de vacas con MSC en multiparas, detectadas por CEL fue de 56,1%. En

primiparas de un 48,4% y 53,6% en la poblacién total.

> La proporcién de vacas con MSC en multiparas, no detectadas por CEL fue de 42,2%. En

primiparas de un 55,9% y 46,2% en la poblacién total.

En general la evaluacion de CEL como método de diagnostico para MC y MSC, no muestra

grandes diferencias entre las poblaciones de multiparas y primiparas.

IVV. Curva de rendimiento diagnostico (ROC) de la conductividad eléctrica de la secrecion
lactea para deteccion diagnostica de mastitis clinica y subclinica

Finalmente, se realizo la curva de rendimiento diagnostico (ROC) que estima la eficiencia de una

prueba, la cual es una representacion grafica de la sensibilidad frente a [especificidad-1], donde se
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interpreta que entre mas cerca esté la curva del angulo izquierdo superior del grafico, se obtiene
un mayor rendimiento diagnostico, siendo cercano a 1 (Pyo6rald, 2003), teniendo en cuenta que las
razones de falsos positivos son el eje X y los verdaderos positivos son el eje Y, representando

[especificidad-1] y sensibilidad, respectivamente.

Los resultados de sensibilidad y especificidad determinados en las poblaciones de este estudio,
permitieron construir curvas de rendimiento diagnéstico para multiparas y primiparas, siendo
las pruebas de referencia EDL y CMT, las cuales entregaron un area bajo la curva (ABC) que

indico la eficiencia de la prueba de CEL como método diagnostico en las distintas poblaciones.

En MC para la poblacion de multiparas ABC fue de 0,62 representado un 62,0% y para primiparas
ABC fue de 0,46 representando un 46%. Esto se muestra en las figuras N°3 y N°4, respectivamente.

En MSC para multiparas ABC fue de 0,49 representando un 49,0% y para primiparas fue de 0,57

que indica 57,0%. Esto se representa en las figuras N°5 y N°6, respectivamente.
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Curvas de ROC de CEL para MC

Figura N°3. Curva de rendimiento diagndstico para MC en multiparas
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Figura N°4. Curva de rendimiento diagndstico para MC en primiparas
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Curvas de ROC de CEL para MSC

Figura N°5. Curva de rendimiento diagndstico para MSC en multiparas
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Figura N°6. Curva de rendimiento diagnéstico para MSC en primiparas
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DISCUSION

La comparacién de resultados entre CEL y las pruebas consideradas de referencia en este estudio,
EDL y CMT, entregan valores muy poco coincidentes. Cabe mencionar que en el caso de MC y
MSC, un alto porcentaje de animales son clasificados como positivos para CEL siendo negativos
a EDL y CMT, respectivamente. Independientemente de las implicancias epidemioldgicas de este
resultado, dichas diferencias, en particular los animales positivos que categorizo la prueba de CEL
y que fueron considerados negativos por el EDL y CMT, pueden explicarse porque al ser la CEL
un método que tiene relacion con cambios i6nicos que ocurren durante la inflamacion, tales como
aumento en las concentraciones de sodio y cloruros, cambios de pH y disminucion de la grasa
lactea, estos cambios también pueden ser causados por factores que no tienen relacion con la
inflamacién de la glandula mamaria, como raza, etapa de la lactancia, edad del animal, volumen
de produccion lactea o el ndmero ordinal de parto (Pyorédld, 2003), y quizas otros no
suficientemente estudiados como procesos inflamatorios asociados a otros drganos, episodios de

enfermedades sistémicas, alteraciones digestivas, cambio de racion o ciclo estral entre otros.

Se han utilizado diferentes criterios para asociar los valores de CEL al estado sanitario de la
glandula mamaria (Norberg, 2003, citado por Mansor, 2012), entre éstos la relacion de CEL entre
cuartos, los valores maximos y minimos de CEL, el valor méximo de CEL por vaca, variaciones
méaximas y minimas de la CEL por cuartos y la maxima variacion de CEL para una vaca en cada
ordefia durante una lactancia. De todos estos criterios de diagndstico, la relacién de CEL entre
cuartos entrego los mejores resultados en la clasificacion correcta de vacas con mastitis para MC
(80,6%), MSC (45,0%) y para hembras sanas (74,8%). Concluyendo que CEL seria un buen
indicador de mastitis. (Bansal et al., 2005); (Mansor, 2012). Lo anterior explicaria los bajos
resultados en las tablas de contingencia de este estudio que fue realizado con valores absolutos de
la CEL, entregando resultados para MC (5,8%), MSC (33,4%) y hembras sanas (51,8%).

Casi intuitivamente deberia asumirse que un valor de CEL elevado deberia corresponder a cuadros

de inflamacién de la glandula mamaria. Sin embargo, algunos autores han planteado lo inadecuado

de este criterio basado en lo citado previamente, incluso considerando diferencias individuales
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entre vacas y/o cuartos, propios de cada individuo u érgano, asociado a diferencias fisioldgicas o
ambientales que puedan influir sobres los cambios idnicos de la secrecion lactea.

Investigaciones posteriores han propuesto considerar variaciones secuenciales de la CEL para
determinar la presencia de infecciones intramamarias, entre ellas el concepto de variacion maxima.
También se ha propuesto utilizar los valores maximos de las variaciones de la CEL para
describir el estado de salud de la glandula mamaria en forma mas precisa que los valores absolutos
de CEL (llie, et al., 2010), en otros términos se propone considerar como indicativo de infeccién
intramamaria las variaciones extremas de intensidad de los cambios iénicos en la leche, en funcion
de la etapa de lactancia donde ocurra. Otros autores han planteado como metodologia de analisis
considerar variaciones de la CEL a partir de un rango definido y/o con una intensidad determinada,
opcion que se considerd en este estudio, con diferentes criterios de clasificacion o analisis como

namero de partos y dias en leche.

Ademas el presente estudio demostraria que los resultados de CEL no estan asociados
significativamente con las pruebas de referencia, lo que podria deberse a que Afimilk® realiza
mediciones por vaca, y no por cuartos, factor que ya se ha sefialado anteriormente y que también
es mencionado en otros estudios que destacan que la observacion por cuarto es mas eficiente que
la individual, mejorando asi la deteccion de MC y MSC (Biggadike et al., 2000; Hillerton, 2000;
Davis et al., 2003). Por otra parte, la variabilidad en la CEL podria estar afectada por eventos
inflamatorios, o de otro origen no necesariamente especificos de la glandula mamaria, en
consideracion a esto diversos autores han propuesto utilizar como estimador de mastitis las
variaciones de la CEL entre cuartos. Cabe consignar que en este estudio la muestra utilizada para
medir la CEL fue compuesta, es decir, contenia leche de cada cuarto de cada vaca y no

individualmente por cuarto.

De lo mencionado en el parrafo anterior, se puede mencionar que los resultados obtenidos con la
prueba de Chi-cuadrado, indicarian que la CEL no es un examen eficiente para el diagndstico de
MC y MSC. Sin embargo, otros estudios la sefialan como un buen indicador del estado clinico,
detectando todos los casos de MC (>500.000 cs/ml y con la bacteriologia positiva), pero solo el
50% de los casos subclinicos (> 200.000 cs/ml), por lo que, la CEL seria una prueba de menor

eficiencia en el diagnostico de MSC (Pyoréla, 2003), que podria coincidir con este estudio donde
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se observo que para la poblacion de multiparas con MC se logré los mejores resultados

diagnosticos siendo de una eficiencia moderada.

En algunos estudios se demostrd que los valores absolutos de la CEL fueron ineficientes para
discriminar infecciones intramamarias, considerando la variacion de la CEL. Si bien esos estudios
contemplaron la medicién de la CEL, por cuarto mamario, obtuvieron respuestas discriminatorias
significativas (p<0,05), que pueden calificarse desde regulares a moderadas, en funcion del criterio
de seleccion de caso que se utilice (Biggadike et al., 2002).

Otro punto importante, es que los resultados encontrados en este estudio entregaron valores de
sensibilidad y especificidad bajos en multiparas, primiparas y poblacién total, al igual que las
curvas de rendimiento diagnostico donde los valores de ABC fueron bajos. Esto pone en evidencia
lo poco efectivo de la metodologia propuesta para el diagndstico de mastitis (MC y MSC) asociado
a los métodos clasicos de diagnostico. Estos resultados podrian asociarse a los antecedentes
previamente mencionados, el mal desempefio de la prueba de CEL como metodologia diagndstica
en este estudio, se encuentra probablemente asociado a rangos inadecuadamente establecidos para

descartar o incluir animales en las pruebas confirmatorias.

Es de relevancia recordar que este estudio compara la prueba de CEL para la deteccion de MC o
MSC, con respecto a dos pruebas clésicas de campo utilizadas como pruebas de referencia. Otros
estudios han utilizado la identificacion de patdgenos involucrados en los cuadros de mastitis
(patégenos mayores y/o menores), asociando estos resultados a la eficiencia de CEL; escenario en
que la sensibilidad y especificidad de la prueba resultd confiable respecto a infecciones por
patdégenos mayores (Ruegg, 2003). Lo anterior sugiere, para estudios futuros, considerar aspectos
bacterioldgicos en el diagndstico de mastitis que permitirian mejorar la interpretacion de los
resultados entregados por CEL, ademas incluir valores de RCS superiores a 500.000 cs/ml
(Elizalde, et al., 2009) que lograrian valores de sensibilidad y especificidad mas altos en la prueba
de la CEL.

Es fundamental la deteccién temprana en el caso del diagnostico de MSC con el fin de entregar

una produccion de leche de buena calidad, disminuyendo asi las pérdidas econémicas asociadas a
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MSC. La prueba de la CEL podria considerarse un sistema de alerta temprana en la deteccién de
alzas de las concentraciones de iones de sodio y cloruro como consecuencia de la inflamacion de
la ubre. Sin embargo, como indicador de MSC, debe ser utilizado en conjunto con otros métodos
para que sea confiable su interpretacion (Kasikci, et al., 2012), lo que queda evidenciado en la
figura N°2. Por otra parte cuando se utiliza la CEL como diagndstico de infeccidn intramamaria,
se debe considerar la fraccion del flujo de leche que es analizada, ya que la mayor sensibilidad
diagndstica se logra mediante el uso de las primeras fracciones del flujo de leche. (Woolford, 1998;
Biggadike et al., 2002; Mansell y Seguya, 2003; Mansor, 2012).

Los puntos de corte de CEL utilizados en la poblacién de este estudio variaron entre 6,0 a 10, 0
mS/cm, que coinciden con estudios que proponen un valor de corte >5,0 mS/cm, en consecuencia,
cabria esperar que la sensibilidad y especificidad serian similares, aumentando los valores de punto
de corte (Elizalde, et al., 2009), en consecuencia mas que modificar los puntos de corte de las
poblaciones en estudio, debe tenerse en cuenta que las variaciones maximas de CEL y la medicion

por cuartos son importantes para mejorar los valores en la sensibilidad y especificidad.

En este estudio, para MC el valor de sensibilidad fue de un 76,5% para la poblacion de multiparas
siendo el mejor resultado entregado por CEL, lo que coincide con otro estudio que indica que CEL
seria un buen método para el diagnostico temprano de MC, determinando un bajo porcentaje de
falsos negativos (Claycomb et al., 2009), siendo esto importante en el caso de instaurar terapias
en forma temprana en hembras con MC. En el caso de MSC, CEL no seria suficientemente sensible

para su deteccion, por lo que deberia apoyarse en otros métodos (Davis et al., (2003).

Las curvas de ROC indicarian que la prueba de CEL no fue eficiente en categorizar hembras con
MC o MSC, obteniéndose la mayor exactitud de la prueba en la poblacién de multiparas con MC,
donde el ABC fue 0,62, lo que significa que existe un 62% de probabilidad de que una hembra
diagnosticada por CEL con MC tenga MC. A pesar de esto, el ABC lograda en multiparas con MC
califica a CEL de regular en la deteccion del cuadro. Esto se puede explicar porque este estudio
selecciond hembras con valores absolutos de CEL y muestras compuestas de leche por vaca. Otros
estudios sugieren que los mejores resultados, medidos en funcion del area bajo la curva de ROC,
se obtienen con mediciones de los rangos maximos de variaciones de CEL y cuando el criterio

diagnostico de infecciones intramamarias incluye cultivos bacterianos y utilizando muestras con
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RCS superior a las 500.000 cs/ml de leche, en estos casos se han obtenido valores de area bajo la
curva ROC de 0,82 y niveles estimados de sensibilidad de 78% Yy especificidad de 79,1% para la
prueba de la CEL (Elizalde, et al., 2009).

Varios autores plantean que para mejorar la prueba de CEL como método diagnostico, se deberia
lograr una mejor sensibilidad y especificidad, situacion que tiene relacion con los umbrales de
CEL. De esta manera se obtienen valores intermedios entre el valor medido y el valor estimado,
logrando una curva de rendimiento cercano a uno, con un bajo nimero de falsos positivos
(Hillerton, 2000; Cavero, 2006).

En resumen, la prueba de CEL (sistema Afimilk) utilizada en este estudio entrego valores absolutos
de CEL de la mezcla de leche de los cuatro cuartos, siendo relevante este punto debido a que un
numero importante de autores mencionan que estos criterios entregan bajos valores de sensibilidad
y de especificidad en la prueba, proporcionando resultados poco fiables para el diagndstico de
mastitis y en el control de la glandula mamaria. Por lo tanto, se puede establecer que ademas de
los factores intrinsecos y extrinsecos del animal asociado a las variaciones iénicas de la leche que
pudieron influir en la entrega de resultados poco eficientes de la CEL en diagnosticar vacas con
mastitis, los dos factores mencionados anteriormente (medicion por vaca, valor absoluto de la
CEL) para varios autores son altamente relevantes al momento de categorizar la prueba de la CEL
como método Unico de diagndstico, no obstante, cumple un rol relevante en el plantel lechero como
método poblacional en el control de mastitis apoyado con pruebas de terreno simples y de bajo

costo como examen directo de leche y California mastitis test.
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CONCLUSIONES

v CEL no es un predictor eficiente para el diagnostico de MC y presenta una baja asociacion
entre los métodos diagnosticos siendo no significativa estadisticamente, en consecuencia CEL no

es buen método diagnostico de MC.
v CEL no es un predictor eficiente para el diagndstico de MSC y presenta una baja asociacion
entre las métodos diagndsticos siendo no significativa estadisticamente, en consecuencia la CEL

no es buen método diagndéstico de MSC.

v CEL como método diagndstico en mastitis (MC y MSC), logrdé bajos valores de

sensibilidad y especificidad.

v Las curvas de rendimiento diagnostico indicaron que CEL no debe ser un método de Unica

eleccién para categorizar animales sanos o enfermos por su bajo rendimiento diagnostico
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Tabla N°9. Interpretacion del examen CMT por vaca segun los grados observados en las

muestras

ANEXO

Grados CMT

Tipo de reaccion

Recuento células
somaticas (Cs/ml)

Categoria segun
CMT por vaca

Negativo

Traza

Mezcla se mantiene
Liquida, no hay
reaccion.

Existe una ligera
reaccion que al
movimiento de la
paleta desaparece.

0-200.000

150.000-500.000

Negativa

Negativa

Se distingue la
reaccion y se
mantiene la
reaccion al
movimiento de la
paleta.

Existe un aumento
en la viscosidad, la
muestra se espesa y
tiende a ir hacia el
centro.

Formaun gel y la
superficie de la
muestra forma una
forma convexa.

400.000-1.500.000

800.000-5.000.000

>5.000.000

Positiva

Positiva

Positiva8

472

(Basado en Schalm, 1977).
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