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Resumen

RESUMEN.

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es el estudio del uso de la
conductividad eléectrica de la leche (CE) como método automatico de deteccion de mamitis
durante el ordefio mecanico de ovejas de raza Manchega. Para ello se han disefiado dos
Ensayos con el fin de conseguir los siguientes objetivos especificos:

1.  Estudiar el efecto de distintos factores no infecciosos (estado de lactacion, nUmero de
parto, sesion de ordefio y fraccion de ordefio) e infecciosos (estado sanitario de las
glandula mamaria) en la lectura de la CE de la leche (Ensayo 1).

2. Estudiar el empleo de umbrales absolutos de CE para discriminar el estado sanitario
de las glandulas mamarias (Ensayo 1).

3. Estudiar el efecto de la instauracion de la infeccion intramamaria en la CE de la leche
glandular y su evolucidn en el tiempo siguiente a la infeccion (Ensayo 2).

4.  Evaluar la capacidad de deteccion de mamitis de diversos algoritmos basados en la
medida diaria de la CE de la leche glandular utilizando un conductimetro de
laboratorio y un prototipo disefiado para la lectura automatica diaria de la CE de la

leche a nivel de glandula mamaria durante el ordefio mecanico (Ensayo 2).

En el Ensayo 1 se realizaron dos Experimentos en los que se estudio el efecto de
distintos factores no infecciosos e infecciosos en la lectura de la CE de la leche y el empleo
de umbrales absolutos de CE para discriminar el estado sanitario de las glandulas
mamarias (Objetivos 1 y 2). En el Experimento 1, se estudié el efecto del estado sanitario
de las glandulas y de diversos factores no infecciosos (estado de lactacion, sesion de
ordefio: mafiana o tarde y nimero de lactacion) que afectan al empleo de la CE de la leche
como metodo de deteccion de mamitis en ganado ovino lechero. Asi mismo, también se
estudio la relacion de la CE con la composicion de la leche (macrocomposicion y
contenido mineral) y la relacion existente entre la CE y el recuento de células somaticas
(RCS). Finalmente, se evalud el uso de umbrales de CE como método de deteccion de
mamitis. Para ello, se realizé un seguimiento de la CE de la leche glandular a lo largo de
dos lactaciones consecutivas durante las que se controlaron 42 y 43 ovejas,
respectivamente. Se realizaron 7 controles quincenales en los que se analiz6 la CE, el RCS,
la composicion y el contenido mineral de la leche glandular en el ordefio matutino y

vespertino. Antes del ordefio de la mafana, se tomaron muestras asépticamente para
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realizar un analisis bacteriol6gico, cuyos resultados junto con el RCS se utilizaron para la
clasificacion de las glandulas de acuerdo a su estado sanitario (sanas, con infeccion latente
o infectadas).

El estado de lactacion (mayores valores de CE al inicio y final de lactacion que en la
mitad de la lactacion), el namero de lactacién (mayor CE en las multiparas que en las
primiparas), la sesion de ordefio (mayor CE en la mafiana que en la tarde), el estado
sanitario (mayor CE en las glandulas con mamitis infecciosa que en las sanas y con
mamitis latente) tuvieron un efecto significativo en la CE y en el RCS de la leche.

La CE de las ovejas multiparas fue significativamente superior a la registrada en las
ovejas primiparas; esta diferencia se observd en ambos ordefios, independientemente del
estado de lactacion o el estado sanitario de las glandulas.

De forma general, la CE no se mantuvo constante en toda la lactacion. El valor
méaximo de CE se registrd en el primer control (a las dos semanas del parto), observandose
un descenso significativo entre la segunda y cuarta semana de lactacion. A partir de la
cuarta semana, la CE descendio paulativamente hasta alcanzar el valor minimo en la
décima semana, aunque ya no se observaron diferencias significativas entre controles
sucesivos. En las cuatro Gltimas semanas del experimento, la CE se incremento, pero sin
Ilegar a alcanzar los valores registrados al inicio de la lactacion.

La correlacion de la CE con el RCS solo fue significativo al analizar todos los datos
en conjunto (r = 0,33) y para RCS> 600.000 cel/mL (r = 0,25). Los cambios en el
contenido graso de la leche, explican en gran medida la variacion de la CE (R%parcia = 0,24).
También se observd, que para un mismo umbral absoluto de CE, la especificidad (Sp) y la
sensibilidad (Se) variaron en funcion del numero de parto o de la sesion de ordefio. El
punto en el que se registrd la mejor combinacion de Se y Sp fue al aplicar un umbral de 4,3
mS/cm en las ovejas primiparas (Se = 63,64% y Sp = 63,31%), pero al aplicar este mismo
umbral de forma general, aunque se obtuvo una Sp ligeramente superior (64,67%) la Se
disminuyé al 49,57%. En todos los casos se registrd un bajo valor predictivo positivo
(VPP). El valor maximo se registré en ovejas multiparas al aplicar un umbral de 5 mS/cm,
pero con este umbral solo se obtuvo una Se = 18,96%. En cambio, el valor predictivo
negativo (VPN) no fue en ningin momento inferior al 80%.

En el Experimento 2, se estudid el efecto de la fraccion de ordefio y el estado
sanitario de las glandulas en la CE de la leche, asi como la relacion de la CE con la

composicion de la leche y la relacion entre la CE y el RCS. Finalmente, al igual que en el



Resumen

Experimento 1, se evaluo el uso de umbrales absolutos de CE como método de deteccion
de mamitis en las distintas fracciones de ordefio. Para ello, se realiz6 un unico control en el
que se analiz6 la CE, macro-composicion de la leche y RCS de 178 glandulas de ovejas de
raza Manchega en tres fracciones de ordefio: primeros 100 mL (F1); leche maquina (F2);
leche de apurado (F3). Para la clasificacion de las glandulas segun su estado sanitario, se
realizaron tres controles bacterioldgicos (una semana antes, el dia de toma de muestras y
una semana después) en los que se recogieron muestras asépticamente antes del ordefio de
la mafiana para su posterior siembra y analisis bacteriologico.

La fraccion de ordefio, el estado sanitario de las glandulas y el namero de parto de las
ovejas tuvieron un efecto significativo en la CE y el RCS. La interaccion del estado
sanitario con la fraccion de ordefio solo mostré un efecto significativo en el RCS.

La CE registrada en F1 fue superior a la registrada en F2, y esta a su vez superior a la
registrada en F3. Al clasificar las glandulas en funcion del estado sanitario, aunque se
observo un descenso de la CE a medida que transcurria el ordefio, no se observaron
diferencias significativas entre F2 y F3 en las glandulas mamiticas.

La correlacion de la CE con el RCS, aunque moderada, fue significativa en las tres
fracciones de ordefio. Los cambios en el contenido en grasa y lactosa en la leche,
explicaron en gran medida la variacion de la CE (Rzparcia| = 0,45 y 0,30 respectivamente),
observandose una relacion negativa entre ambas variables y la CE de la leche.

Para un mismo umbral de CE, la Sp y Se variaron ligeramente en funcién de la
fraccion de ordefio. El punto corte de ambas curvas, se dio para un umbral de 4,2, 4,1y 4,0
mS/cm en la F1, F2 y F3 respectivamente, obteniendo en las tres fracciones valores de Se y
Sp inferiores al 55%. EI VPP se mantuvo en torno al 20% para umbrales inferiores a 4,4
mS/cm. Al incrementarse el umbral por encima de 4,4 mS/cm se mejoraba el VPP del
método, pero se producia una pérdida de Se. EI VPN se mantuvo por encima del 80% para
todos los umbrales propuestos.

En el Ensayo 2, se realizd un experimento con el fin de estudiar el efecto de la
instauracion de la infeccion intramamaria en la CE, el RCS y la producciéon de las
glandulas y su evolucion en el tiempo siguiente a la infeccién. También se evalud la
capacidad de deteccién de mamitis de diversos algoritmos basados en la medida diaria de
la CE de la leche glandular utilizando un conductimetro de laboratorio y un prototipo
disefiado para la lectura automatica diaria de la CE de la leche a nivel de glandula mamaria

durante el ordefio mecanico. Para ello se realizo un seguimiento diario en los dos ordefios
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(mafana y tarde) de la CE y de la produccion de las gldndulas de 26 ovejas libres de
infeccion intramamaria durante 3,5 semanas. Tras este periodo, se simularon varias
situaciones desfavorables para el estado sanitario de las glandulas mamarias (SDS) que
pueden darse en explotaciones comerciales, evaluando el estado sanitario de las glandulas
durante ese periodo. Las SDS se prolongaron hasta que se tuvo un namero suficiente de
glandulas infectadas, tras lo cual, el experimento se prolongé durante 3,5 semanas durante
las que se realiz6 un seguimiento diario de la evolucién de la CE y la produccién y se
continuaron realizando analisis bacterioldgicos y midiendo el RCS. Las muestras de leche
para determinar su composicién se tomaron el dia de inicio de las SDS y transcurridos 4, 7,
11, 18, 21 y 28 dias de la instauracion de la infeccion. Con los valores registrados de CE
(con el conductimetro de laboratorio y con el prototipo) en ambos ordefios, se estudio el
comportamiento de distintos algoritmos de célculo basados en detectar desviaciones sobre
el historial de la CE en ordefios consecutivos.

El establecimiento de la infeccion intramamaria produjo un incremento del RCS y
una disminucién significativa de la produccion, mas acusada en ovejas infectadas
bilateralmente que unilateralmente. La CE tras la instauracion de la infeccion solo se elevo
de forma significativa cuando la infeccion se produjo de forma bilateral.

Con las medidas diarias de CE se aplicaron varios algoritmos basados en la deteccion
de variaciones anomalas de la CE de la glandula individual y en variaciones de la RELCE
(Relacion de CE entre glandulas colaterales), observandose mejores resultados al utilizar
las segundas.

Los mejores resultados (Se = 91,7%; Sp = 90,9%; VPP =91,7% y VPN = 90,9%) se
obtuvieron al aplicar una regla basada en la deteccién de una desviacion de la RELCE de
tres veces la desviacion tipica con respecto a la media de RELCE de los registros tomados
durante los 10 dias anteriores (JRELCE - RELCEmed (10 dias)] > 3 © (10 dias) ), al tener en cuenta
el conjunto de los 5 dias posteriores a la instauracion de la infeccion. Con los datos
registrados por el prototipo también se obtuvieron altas Se y Sp, pero los VPP y VPN
fueron inferiores, atribuyéndose a la descalibracion del equipo observada a lo largo del
experimento. Por ello, se recomienda que en el desarrollo de equipos para la medida on-
line de la CE se integren métodos de autocalibracion.

En este experimento, los cambios registrados en la CE se explicaron en gran medida
por la variacion del contenido en lactosa (R*rcial = 0,43). En cuanto a la correlacion entre

la CE y el RCS, fue significativa pero moderada en ambos ordefios, obteniéndose mayor
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coeficiente de correlacion cuando el RCS > 400.000 cel/mL y en el ordefio de la tarde
respecto al ordefio de la mafiana.

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que la CE de la leche en
ganado ovino Manchego esta muy relacionada con la composicion de la leche, por lo que
puede ser utilizada como método de deteccion de mamitis siempre y cuando la infeccion
llegue a provocar dafios en la glandula mamaria capaces de alterar la composicion de la
leche. También hay otros factores no infecciosos que afectan a la CE de la leche: el estado
de lactacion, el numero de lactacion, el tipo de ordefio (mafiana o tarde) o la fraccion de
ordefio, por lo que no es recomendable el uso de umbrales absolutos de CE para la
deteccidn de mamitis. El uso de algoritmos de calculo basados en la comparacion de la CE
con medidas previas diarias de la CE de una misma glandula que permitan detectar
variaciones anomalas de la variable ha obtenido resultados satisfactorios para la deteccién
de mamitis. Para una correcta medida de la CE “on-line”, serian necesarios mas estudios
enfocados al disefio de sensores de menor tamafio que puedan de ser integrados en el tubo
corto de leche o en la pezonera, dotados de un sistema de autocalibracion, cuidando en
todo momento que su fabricacion sea a base de materiales autorizados para su uso en la
industria agroalimentaria y que no se vean afectados por los detergentes utilizados en el

lavado diario de las maquinas de ordefio.
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SUMMARY

The general aim of this doctoral thesis was to study the use of the electric
conductivity of milk (EC) as an automatic method of detecting mastitis during machine
milking of Manchega breed sheep. To this end, two assays were designed to achieve the
following specific objectives:

1. To study the effect of different non-infectious (lactation status, partum number,
milking session and milking fraction) and infectious (mammary gland health status)
factors in milk EC readings (Assay 1).

2. To study the use of absolute EC thresholds to distinguish the health status of
mammary glands (Assay 1).

3. To study the effect of the onset of intramammary infection in the EC of glandular
milk and its evolution over time following infection (Assay 2).

4. To assess the mastitis detection potential of several algorithms based on daily
measurement of the EC of glandular milk, using a laboratory conductivity meter and
a prototype designed for daily automatic reading of milk EC at mammary gland level

during mechanical milking (Assay 2).

In assay 1, two experiments were carried out to examine the effect of different
infectious and non-infectious factors on milk EC readings and the use of absolute EC
thresholds to distinguish the health status of mammary glands (Objectives 1 and 2). In
experiment 1, we studied the effect of the health status of the glands and of various non-
infective factors (lactation stage, milking session: morning or evening and lactation
number) on the application of milk EC as a mastitis detection method in dairy sheep.
Likewise, we also studied the relation between EC and milk composition (macro-
composition and mineral content) and between EC and somatic cell counts (SCC). Finally,
we evaluated the use of EC thresholds as a mastitis detection method. To this end, we
monitored the glandular milk EC throughout two consecutive lactations, during which 42
and 43 ewes were controlled, respectively. Seven fortnightly checks were carried out,
analysing the EC, SCC, composition and mineral content of glandular milk at morning and
evening milkings. Before the morning milking, samples were taken aseptically for
bacteriological analysis, whose results along with the SCC were used to classify the glands

according to their sanitary status (healthy, latently infected or infected).
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The lactation stage (higher EC values at the onset and end of lactation than halfway
through), lactation number (higher EC in multiparous than in primiparous ewes), milking
session (higher EC in the morning than in the afternoon) and health status (greater EC in
the glands with infectious mastitis than in healthy ones and those with latent mastitis) all
had a significant effect on the EC and SCC of the milk.

EC of multiparous ewes was significantly higher than that recorded in primiparous
ewes; this difference was observed in both milkings, regardless of lactation stage or health
status of the glands.

In general, the EC did not remain constant throughout lactation. The maximum EC
value was recorded at the first control (two weeks post-partum), followed by a significant
falloff between the second and fourth weeks of lactation. As of week four, the EC
gradually dwindled until reaching the minimum value in the tenth week, although no
further significant differences were observed between successive controls. In the last four
weeks of the experiment, the EC increased, but failed to reach the values recorded at the
onset of lactation.

The correlation between EC and SCC was only significant when all the data were
analysed (r=0.33) and for SCC> 600.000 cells/mL. The changes in milk fat content largely
explain the variation in EC (R2paia=0.24). We also observed that, for the same EC
threshold, the specificity (Sp) and sensitivity (Se) vary depending on the partum number or
milking session. The point at which the best combination of Se and Sp was recorded was
when applying a threshold of 4.3 mS/cm in the primiparous ewes (Se=63.64% and
Sp=63.31%), but when applying this same threshold overall, even though a slightly higher
Sp was obtained (64.67%), the Se dropped by 49.57%. In all cases, a lower PPV (Positive
Predictive Value) was recorded. The maximum values recorded in multiparous ewes by
applying a threshold of 5 mS/cm, but with this threshold we only obtained Se = 18.96%. In
contrast, at no time was the NPV (Negative Predictive Value) below 80%.

In experiment 2, we studied the effect of the milking fraction and health status of the
mammary glands on milk EC, as well as the relation of EC with milk composition and the
relationship between EC and SCC. Finally, as in experiment 1, we assessed the use of
absolute EC thresholds as a detection method for mastitis in the different milking fractions.
To do so, a single control was performed in which we analyse the EC, milk macro-
composition and SCC of 178 glands of Manchega breed sheep in three milking fractions:
the first 100 mL (F1); machine milk (F2); stripping milk (F3). For classification of the
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glands according to their health status, three bacteriological controls were performed (one
week beforehand, on sampling day and one week thereafter) in which samples were taken
aseptically before the morning milking for subsequent bacteriological seeding and analysis.

Milking fraction, mammary gland health status and partum number of the ewes had a
significant effect on EC and SCC. The interaction between health status and milked
fraction only presented a significant effect on SCC.

The EC recorded in F1 was higher than that recorded in F2, which in turn was higher
than that recorded for F3. When classifying the glands according to health status, although
there was a decrease in EC as milking occurred, there were no significant differences
between F2 and F3 in the mastitic glands.

The correlation between EC and SCC, although moderate, was significant in the
three milk fractions. The changes in milk fat and lactose content explained to a great extent
the variation in EC (Rzpama| = 0.45 and 0.30 respectively), with a negative relation observed
between both variables and the EC of the milk.

For the same EC threshold, the Sp and Se varied slightly depending on the milking
fraction. The cut-off point of both curves was given for a threshold of 4.2, 4.1 and 4.0 mS /
cm in F1, F2 and F3 respectively, with Se and Sp values below 55% in all three fractions.
The PPV remained around 20% for thresholds below 4.4 mS/cm. Increasing the threshold
above 4.4 mS / cm improved the PPV of the method, but gave rise to a loss of Se. The
NPV it remained above 80% for all proposed thresholds.

In assay 2, we carried out an experiment to study the effect of the onset of
intramammary infection on the EC, SCC and production of the glands and its development
in the post-infection period. We also evaluated the mastitis detection capacity of several
algorithms based on daily measurement of the EC of glandular milk using a laboratory
conductivity meter and a prototype designed for daily automatic reading of milk EC at
mammary gland level during machine milking. To this end, we carried out a daily follow-
up of the two milkings (morning and evening) to analyse the glandular EC and milk
production of 26 sheep free of intramammary infection during 3.5 weeks. After this period,
several unfavourable conditions for mammary gland health status which can occur in
commercial farms were simulated, evaluating the health status of the glands during that
period. The unfavourable conditions for mammary gland health status were prolonged until
we had a sufficient number of infected glands, after which the experiment was extended

for 3.5 weeks, during which daily monitoring of EC evolution and production was carried
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out, bacteriological analyses were performed and the SCC was measured. Milk samples
were taken on the first day of the SDS to determine its composition and thereafter at 4, 7,
11, 18, 21 and 28 days following onset of the infection. With the EC values registered
(with the laboratory conductivity meter and with the prototype) at both milkings, we
studied the behaviour of different calculation algorithms based on detecting deviations
from the EC record at consecutive milkings.

The onset of intramammary infection caused an increase in SCC and a significant
decrease in production, more pronounced in ewes infected bilaterally than unilaterally. The
EC after on the onset of infection only rose significantly when the infection occurred
bilaterally

With the daily EC measurements, we applied several algorithms based on the
detection of anomalous variations in EC of the individual gland and on variations of the
RELCE (EC relation between collateral glands), observing better results when using the
latter.

The best results (Se = 91.7%; Sp = 90.9%; PPV = 91.7% and NPV = 90.9%) were
obtained when applying a rule based on the detection of a deviation in RELCE three times
the typical deviation compared to the average for RELCE from the records taken during
the previous 10 days (|JRELCE - RELCEmed (10 days)l > 3 © (10 days) ), taking into account the
whole of the 5 days after the onset of infection. With data recorded by the prototype, we
also obtained high scores for Se and Sp, although the PPV and NPV were lower, which
was attributed to the decalibration of the equipment observed throughout the experiment.
We therefore recommend that automatic calibration methods be included when developing
equipment for online measurement of EC.

In this experiment, the changes recorded in EC were explained to a great extent by
the variation in lactose content (Rzpartial = 0.43). As for the correlation between EC and
SCC, it was significant but moderate at both milkings, presenting a higher coefficient of
correlation when SCC > 400,000 cells/mL and at the evening milking compared to the
morning milking.

Based on the outcomes, we may conclude that the EC of milk in Manchego breed
ewes is closely related with the milk composition, so it can be used as a method for
detecting mastitis as long as the infection causes damage to the mammary gland able to
alter the milk composition. There are also other non-infectious factors affecting milk EC:

lactation stage, lactation number, milking session (morning or evening) or the milking



Summary

fraction. The use of absolute EC thresholds for mastitis detection is therefore not
recommended. The use of calculation algorithms based on the comparison of the EC with
previous daily EC measurements from the same gland that allow the detection of
anomalous variations of the variable has obtained satisfactory results for mastitis detection.
For proper “on-line” measurement of EC, further studios would be necessary, focusing on
the design smaller-sized sensors that could be integrated into the short milk tube or milk
cluster, fitted with an automatic calibration system, ensuring at all times that its
manufacture is based on materials authorised for use in the food industry and which are not

affected by the detergents used in the daily washing of milking machines.



M UNIVERSITAS
Miguel Herndndez



Indice general

INDICE GENERAL.
Pagina.
I. INTRODUCCION. 1
1. Importancia socioeconémica del ganado ovino. 1
2. La mamitis en el ganado ovino lechero. 2
2.1. Definicion y tipos de MAIMILIS. .......eevverierieeieeieeseeseeseeseeereesreeseessaesseesssessseesseesseesseesseensns 2
2.2. Prevalencia de la infeccion intramamaria. Factores de variacion ..........c.ccecceeeeveeneeeeenennnenen. 3
2.3. Etiologia de la mamitis en ganado OVINO. .........cceeeeeriieriieriiesiieiieieeseeseesneeseeseesseesseessnenens 4
2.4, Efectos de la mamitis en la calidad y la composicion de la leche...........cccocvvvevveciiiiieieennnnee, 8
2.4, 1. PTOAUCCION. ..ttt ettt et sbt e sat e et s bt bt e bt e s bt e smteeateeneeenbeas 9
2.4.2, COMPOSICION. .eveeurieiieiieiierteeteereeseessaesseessaessseassessseesseesseesssesssessseesseesseesseessnessesssenns 10
3. Métodos de deteccion de mamitis. 23
3.1 MEOA0S QITECLOS. ...veueeniiiieiientieitet ettt ettt ettt et et bt ettt et e b b et e ste e bt et e sbeeseenbeeseenee 24
3.2. Principales métodos indirectos de deteccion de Mmamitis. ........ccceeeeveeeveecieereereeneeniesieeiens 24
3.2.1. California Mastitis TeSt (CIMT) ...cccuviiiiieiiiieeiieciie ettt e e e ve e evae e 25
3.2.2. Recuento de Células Somaticas (RCS) .....ooveviiriiiiieiieieiecee et 25
3.2.3. Variaciones en la composicion de la leche. ........cccoocvieviiiiiiiiiiiiiiiciieceeeee 28
3.2.4. Variaciones en el pH de laleche. .........cooveviiiiieciieiieecee e 28
3.2.5. Proteinas de la Fase Aguda (PFA). .....coooiiiiiiiieieceeeeeeeeree e 29
3.2.6. Determinacion de la enzima N—acetyl-—D—glucosaminidasa (NAGasa). .................. 31
3.2.7. Medida de la Conductividad Eléctrica de la leche (CE). .....cccoovvevieviveiiiiieieeeee 32
4. La medida de la conductividad eléctrica como método de deteccion de mamitis.
Factores de variacion. 32
4.1. Factores intrinsecos al animal. ..........cccccveouieiieiiiiiiinie ettt sreenseennees 34
4.1.1. E1 propio @nimal..........cc.cceviiiiiiiioniiiiiciie e cee et eete e st e staeestesbeeveeteesveeseneesneesneenveens 34
4120 RAZA. ettt sttt ettt et s b e s s et eas 34
4.1.3. EStado de JaCtaCION. ....eeceeieieieiieiieieeieetesee ettt sttt et ne e 35
7 1] 1o TSP 36
4.1.5. NUMETO A laCtACION. ...eevviiiiiiieiiieieeieesitesteete ettt te e eesns e ense e e e ssaesaeesenesnnenns 37
4.1.6. Composicion de 12 18CHE. .......ccviiiiiiiiiiieiccee et ee st eare e 37
4.2, FaCtOrES CXITINSECOS. ...eeerurieriieetieeeiee ettt esiee ettt esteesteeessteesnseessnseesnseesseeesnseesseeessseesnseeennses 41
4.2.1. ATMENLACION. ....eevieiieiieiiesiie ettt et esteesteeseesebesteesseesseesseesssessseasseassaessaessaessnesssenssenns 41
4.2.2. Intervalo entre OTAETIOS. ......eeieriereieieeiiet ettt ee sttt te sttt e te et etesaeeneeseeneeneas 41
4.2.3. Fraccion de leche ordefiada. .........c.eecveerieerierienieeieeie et ere e esreesaeesenesnne e 42
4.2.4, Manejo de 128 MUESITAS. .....cccvievieriieriieiiieitteeteereerteesteesteestresreereesseesseesseesseessseesseessenns 43
4.3. Modelos estadisticos o algoritmos de céalculo empleados para la formacion del
umbral de alarma para la deteccion de mamitis mediante el empleo de la medida de la CE.......43
4.3.1. Umbrales absolutos de CE. ..........ccciiiiiiiiiieeseeee ettt 44
4.3.2. “Moving average” (media MOVIL). ......cccveriirieriieniieiieieeeereesee e sre e see e sene e 45
4.3.3. “Tracking Signal Method” (Método de sefial de busqueda). .........ceeevvevrieieenieiieennean, 46
4.3.4. “Neural network” (Red neuronal). ..........cccceevieiiiiiiiiiieiiecieciecte et e 47
4.3.5. “Bayesian network” (Red Bayesiana)...........ccecvereieeciieciieniienienienee e eveesieesieesenesnnens 48
T T 0 15 (0 T 1111 o o TSRS 49
4.4, Dispositivos para la medida de 1a ce On-line..........c.cceevreerieniieniieiiiee e 50
4.4.1. Conductimetros empleados en 1aboratorio...........ccceevueeevieiieiiieieeieereereesee e ere e 51
4.4.2. Conductimetros empleados en 1a industria. .........cccceeevvierciieerieencie e eeree e 53
4.4.3. Sensibilidad y especificidad de la CE en la deteccion de mamitis..........cceceververcvennnenns 58



Indice general

II. OBJETIVOS. . 63
III. MATERIALES Y METODOS GENERALES. 65
1. Lugar de realizacion. 65
2. Variables analizadas 67
2.1 PTOAUCCION. ...ttt et ettt ettt sb et e bt et b e 67
2.2. Composicion macroscopica y contenido mineral............cccecvveeveevierienieiieeiveenieenieeseeeneenns 68
2.3. Recuento de Células Somaticas (RCS). ...ocoievierieriieiieieeteeeree e 69
2.4. Conductividad Eléctrica (CE) de [a leche. ........cccveviiriiriiiiieiiciieeecee e 70
2.4.1. Medida de 1a CE “ON-lNe”. .......cceeiiriieieiieeee ettt 70

2.5. AnAlisis DACLETIOIOZICO. ..eeuverriieiieriierieeieete et et et retesteseaeenbeesbeesbeesseesseesssesssesnseesseenseennes 73

3. Definicion del estado sanitario de las glandulas. 74

IV. FACTORES DE VARIACION DE LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA EN
LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS. 77

IV. 1. EXPERIMENTO 1. RELACION DEL ESTADO SANITARIO DE LA
GLANDULA Y OTROS FACTORES NO INFECCIOSOS CON LA CE DE LA

LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS. 75
1. INTRODUCCION. 77
2. MATERIALES Y METODOS. 79
2.1. Lugar de realizacion y animales Uutilizados. ..........ccceeevieeiieiiiiieiiecieeieccree e e 79
2.2, DiSEN0 EXPETIMENTAL .......eeiiiiriiiriierieeieeie et et et et e steereseaeeseesteesteessaesseesssessseanseesseenseennns 80
2.3. Variables analiZadas. .........coeieieriiiieiiie ettt sttt ettt sne s 80
2.4. Definicion del estado sanitario de las glandulas. ..........ccccoevevviiiiiniienieiie e 81
2.5. ANALISIS ESTAAISTICO. .euvieutieiieiieiie sttt ettt et et e ere et e e e essae e e staessbessseesseesseeseessnennsennns 81
3. RESULTADOS. 83
3.1. Incidencia y prevalencia de 1a infeCCION. ......cc.evcveeciieciiiiieieriece e 83
3.2. Patogenos aislados durante el eXperimento...........ccvevuveeieerieereerieenieesreereereereeereeseneeene e 85
3.3. Factores asociados con la CE y el RCS enleche. ......cc.ccovveiiiiiiiiiniiiiiececeeeee e, 85
3.4. Correlacion del RCS y la CE de laleche.........oocvveciieiiiiieniiiiciececeeeeeee e 91
3.5. Relacion de la CE con la composicion de 1a leche y el contenido mineral. ......................... 92
3.6. Deteccion de la infeccion intramamaria mediante umbrales absolutos de CE..................... 93
4. DISCUSION. 96

IV. 2. EXPERIMENTO 2. EFECTO DE LA FRACCION DE ORDENO EN LA CE DE

LA LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS 103
1. INTRODUCCION. 103
2. MATERIALES Y METODOS. 104
2.1. Lugar de realizacion y animales UtiliZados. ........ccoocveeierrieenieenienieeie e 104
2.2. Disefio experimental y variables estudiadas...........c.coceeviieiuieiieiiiiiiciecieeeeeee e 105
2.3. Variables analizadas. ..........cceeverieeiiieoiieiiieiesee ettt eb e sae e ssaeenseenses 105
2.4. Definicion del estado sanitario de las glandulas. ...........cccooveeiieiiiiiiiiicieecceecee e 106
2.5, ANALISIS €STAQISTICO . cuviitiiitieitieiiicii et et et et et e e eteesteesteestbesebeeebeesbeesseesseessnessseesseenreans 106
3. RESULTADOS. 108




Indice general

3.1. Efecto de los factores considerados en la CE y el RCS en leche de ovejas de raza

IMAANCHEEA. ...eiieiiieiiieiee ettt etee et e e st e e ta e e beeebbeessbeesssaeesseeesbeeessaessseeesseesnseeas 108

3.2. Relacion de la CE con la composicion de la leche y el contenido mineral......................... 110
3.3. Correlacion del RCS yla CE delaleche. ......coovvevieiiieiiieiiiiiieciecieeeeeeeee et 112
3.4. Deteccion de mamitis mediante umbrales absolutos de CE y RCS. ........ccccovveevvivvennennen. 112

4. DISCUSION 115
IV. 3. CONCLUSIONES. 119

V. EFECTO DEL ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION INTRAMAMARIA EN
LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA DE LA LECHE DE OVEJA DE RAZA
MANCHEGA Y ESTUDIO DE VARIOS ALGORITMOS PARA SU DETECCION

ON-LINE 121
1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS. 121
2. MATERIALES Y METODOS. 124
2.1. Lugar de realizacion y animales Utilizados. .........cccvevveriiiienciiniicieee e 124
2.2. Disefio experimental y variables estudiadas............cccevveeiiieiiiniienieccieciecee e 124
2.3. ANALISIS @StAAISTICO. ..eeueeutiiieieitieiesie ettt ettt ettt et sttt e e e nee 129
3. RESULTADOS. 134
3.1. Incidencia y prevalencia de 1a infeCCiON. ........cc.covvieiiiiiieiiiiic e 134
3.2. Efecto de la instauracion de la infeccion intramamaria en las variables estudiadas. .......... 134
3.3. Relacion de la CE con la composicion de la leche y el contenido mineral. ........................ 142
3.4. Correlacion del RCS yla CE de laleche. .....coveeveeiiieiiiiiiieiiiciecie e 142
3.5. Estudio del comportamiento del prototipo para la medida on-line de la CE de la
LECRE. ettt ettt et et e b e bbbt ettt eteen 143
3.5.1. Evolucion de la lectura de CE realizada por el prototipo a lo largo del experimento......144
3.6. Comportamiento de distintos algoritmos de calculo para la deteccion de mamitis. ........... 145
3.6.1. Capacidad de deteccion de mamitis de los algoritmos estudiados teniendo en
cuenta los cinco dias posteriores a la instauracion de la infeccion por separado........ 145
3.6.2. Capacidad de deteccion de mamitis de los algoritmos estudiados teniendo en
cuenta los cinco dias posteriores a la instauracion de la infeccion en conjunto ......... 149
4. DISCUSION 153
5. CONCLUSIONES. 157
VI. CONCLUSIONES GENERALES. 159

VILREFENCIAS BIBLIOGRAFICAS. 161




Indice de tablas

INDICE DE TABLAS.
Pagina.
I. INTRODUCCION. 1
Tabla 1.1. Prevalencia de las infecciones intramamarias en ganado ovino segin diversas
TUBIILES. ...ttt ettt et e s bt e s a bt e e bt e bt e b e e sb e e s bt e eateeabe e bt e bt e sbeesatesateea 4
Tabla 1.2. Frecuencia (%) de aislamiento de distintas especies de microorganismos causantes
de mamitis en ganado ovino del total de especies identificadas. ..........ccccevevievieneeiieeiieennan, 7
Tabla 1.3. Variacion de la concentracion de materia grasa debido a la mamitis en elche de
0VEja SEZUN dIVEISAS TUCIILES. . .evvierieiieriierieeie ettt et e seresteeteebe e e esteessaessseenseenseensaensees 11
Tabla I.4. Variacion del contenido en lactosa en leche de ganado ovino.........c.cceevveevieeniienvreennenne, 15
Tabla L.5. Efecto de la mamitis en el contenido de Na+, K+ y Cl- en leche de oveja...................... 16

IV. FACTORES DE VARIACION DE LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA EN
LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS. 75

IV. 1. EXPERIMENTO 1. RELACION DEL ESTADO SANITARIO DE LA
GLANDULA Y OTROS FACTORES NO INFECCIOSOS CON LA CE DE LA

LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS. 77
Tabla IV.1. Estado sanitario de las glandulas y ovejas al inicio y al final de la lactacion. .............. 84
Tabla IV. 2. CE y RCS (Media + o) de la leche glandular en funcion del tipo de patdégeno

causante de 1a INTECCION. ....ooiiriiiiiiiiii et 85
Tabla IV.3. Resultado del analisis estadistico (valor F y nivel de significacion) de las

variables LCE § LRCS. .. ..ottt ettt ettt e e e e saaesnaesnne e 86
Tabla IV .4. Resultado de la comparacion de medias de LCE y LRCS segun el ordefio................... 86
Tabla IV.5. LCE y LRCS segtin el nimero de parto y el estado sanitario de las glandulas............. 87
Tabla IV.6. Resultados del estudio de Correlacion de la CE y el RCS.......cccooveviiiiiiciieieeeeee, 91
Tabla IV.7. Relacion entre la composicion fisico-quimica y la CE de la leche. ..........ccoovvenveeneeee. 92

IV. 2. EXPERIMENTO 2. EFECTO DE LA FRACCION DE ORDENO EN LA CE DE

LA LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS. 103
Tabla IV.8. Resultado del analisis estadistico (valor F y nivel de significacion) de las

variables LCE § LRCS ...ttt sttt ssaesnsesnsaenseens 108
Tabla IV.9. Resultado de la comparacion de medias de LCE y LRCS segun el estado

infectivo de 1as glANAULAS. .........ccieviirciieiieieeee e 109
Tabla IV.10. Resultado de la comparacion de medias de LCE y LRCS segun la fraccion de

(0] 14 171 OO OO O USROS RTURRUPRRPRRRPO 109
Tabla IV.11. LCE segln el estado infectivo de las glandulas y la fraccion estudiada. .................. 110
Tabla IV.12. LRCS segun el estado infectivo de las glandulas y la fraccion estudiada.................. 110
Tabla IV.13. Relacion entre la CE y la macro-composicion de la leche. ........cccoecveviinciieieeinnnen. 111
Tabla IV.14. Resultados del estudio de Correlacion de la CE y el RCS.........cccoevvvvvinciieiieienen, 112

V. EFECTO DEL ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION INTRAMAMARIA EN
LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA DE LA LECHE DE OVEJA DE RAZA
MANCHEGA Y ESTUDIO DE VARIOS ALGORITMOS PARA SU

DETECCION ON-LINE. 121
Tabla V.1. Estado sanitario de las glandulas antes y después de ser sometidas a Situaciones
Desfavorables para la Salud de la glandula mamaria (SDS).......ccccoeevieviieviieniienieniecieenens 134



Indice de tablas

Tabla V.2. CE de las glandulas infectadas en los 3 dias previos y 3 dias posteriores a la

instauracion de la infeccion en funcion del microorganismo aislado ..........cccceveeveeveenneennen. 135
Tabla V.3. Resultado del analisis estadistico (valor F y nivel de significacion) de las
variables CE, RCS y Produccion de las glandulas. ..........c.cccveevieiieniienieiieeie e 136

Tabla V.4. Evolucion del LCE (media + error estandar, antilogaritmo de LCE (mS/cm)) del
ordefio de la mafiana seglin el estado sanitario de las glandulas y el periodo relativo a
instauracion de 1a INFECCION. .......ooiiiiiiiiiiee et 137

Tabla V.5. Evolucion del LCE (media = error estandar, antilogaritmo de LCE ( mS/cm)) del
ordefio de la tarde segiin el estado sanitario de las glandulas y el periodo relativo a
instauracion de 1a INFECCION. ......cooiiiiiiiiii et 138

Tabla V.6. Evolucion de la Produccion (mL) (media + error estandar) del ordefio de la
mafiana segun el estado sanitario de las glandulas y el periodo relativo a instauracion
dE 18 INTECCION. ...ttt ettt et sbe e b st 139

Tabla V.7. Evolucion de la Produccion (mL) (media + error estandar) del ordefio de la tarde
segin el estado sanitario de las glandulas y el periodo relativo a instauracion de la
TIERCCTION. ...ttt ettt ettt sa et b e st et ea e et e s bt et e sbeest et e saeenee 139

Tabla V.8. Evolucion del LRCS (media + error estandar, antilogaritmo de LRCS (x10°
cel/mL)) del ordefio de la mafiana segun el estado sanitario de las glandulas y el
periodo relativo a la instauracion de 1a infecCiON.........c.cccvvecveerierierieiie e 141

Tabla V.9. Evolucion del LRCS (media + error estandar, antilogaritmo de LRCS (x 10°
cel/mL)) del ordefio de la mafiana segun el estado sanitario de las glandulas y el

periodo relativo a la instauracion de 1a infecCion...........cccveecvieciieviieniiiie e 141
Tabla V.10. Relacion de la CE con la composicion de la leche y su contenido mineral. ............... 142
Tabla V.11. Correlacion de 1a CE y €]l RCS.......oooiiiiiieiiceecect e 143
Tabla V.12. CE media medida con el conductimetro de referencia (CEref), con el prototipo

(CEprot) y la diferencia entre ambas. ..........cccevverieriieeriienieneesreseeeieereeieesseesenesesesnseensees 143
Tabla V.13. CE media medida con el conductimetro de referencia (CEref), con el prototipo

(CEprot) y la diferencia entre ambas en el ordefio matutino. ............ccceeeveeveeveereereenveennen. 144
Tabla V.14. CE media medida con el conductimetro de referencia (CEref), con el prototipo

(CEprot) y la diferencia entre ambas en el ordefio de la tarde. ...........cceeveevieiiccnieieenieennen. 144
Tabla V.15. Test de efectos fijos, valor F y probabilidad en el analisis de Diferencia de CE

de referencia y PIrOtOtIPO. c..eeveerierieeieesiiesteesttertesereereese e seesteessresssessseesseeseessnesssesssessseenses 144
Tabla V.16. Media de la diferencia entre la medida del conductimetro de referencia y la del

prototipo a 1o 1argo del eXPerimento. .........ccvvecvieeiierierierie e eieee e e seeseesresereereeseesseenes 145

Tabla V.17. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de

CE del conductimetro de referencia en el ordefio de la manana, considerando los cinco

dias posteriores a la instauracion de la infeccion por separado...........ccveeveeeveerveneerveniennnenn 146
Tabla V.18. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de

CE del conductimetro de referencia en el ordefio de la tarde, considerando los cinco

dias posteriores a la instauracion de la infeccion por separado...........ccoeeveeeveeveenieneeeneennen. 147
Tabla V.19. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de

CE del prototipo en el ordefio de la mafiana, considerando los cinco dias posteriores a

la instauracion de la infeccion por SEPArado.. .......cc.ecvveevveeriieiieiie et 148
Tabla V.20. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de

CE del prototipo en el ordefio de la tarde, considerando los cinco dias posteriores a la

instauracion de la infeccion por SeParado.. .......ccuecvieeieecieeiieiie e 149



Indice de tablas

Tabla V.21. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de
CE del conductimetro de referencia en el ordeflo de la mafana, considerando 5 dias
POSt-INfECCION CONJUNLAIMENILE. ......veevieiieiieriieiieereeieeieeseeseeesneesbeesbeesseeseesseesesesnseenseenses 150
Tabla V.22. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de
CE del conductimetro de referencia en el ordefio de la tarde, considerando 5 dias post-
INfECCION CONJUNTAIMEGIILE. .....eeuvieeiieiieiieiierteeieesteesieesteeseaessseesseesseesseesssessseesseeseesseesseesssenns 151
Tabla V.23. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos a las medidas de CE
del prototipo en el ordefio de la mafiana, considerando 5 dias post-infeccion
COMJUNEAITICIILE. ...eevveevierereeereareeteesseesseesssessseesseesseesseesssesssesssessseesseesssesssessseesseensessseesseensenns 152
Tabla V.24. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de
CE del prototipo en el ordefio de la tarde, considerando 5 dias post-infeccion
CONJUINTAINEIIEL. .....uvveeerieeteeesiteeeteeesteesreeessreessseeesseesssesassseessseesssseesssesassseessseesssseesssessssseaes 152

Vi



Indice de figuras

INDICE DE FIGURAS.
Pagina.
I. INTRODUCCION. 1
Figura I.1. Sonda de conductividad y temperatura (Ferrero et al., 2014). .....ccccceveevieiierieieereenen. 53
Figura I.2. Equipos manuales para la deteccion de mamitis mediante CE en leche en granja.......... 55
Figura 1.3. Equipos utilizados para la lectura de CE “on-line” en la sala de ordefio. (Romero,
2009). ettt ettt ettt ettt e be st et e bt e a e et e estente st enteseeneense st enteseeneensans 56
Figura [.4. Sistema Afimilk MPC. (Www.afimilk.COm).........ccevivrriiriiiniiniieieceeceeese e 57
Figura L.5. Pezonera modificada utilizada para la medida de la CE on-line por cuarter6n.
(ZanInElli €f @l., 2016). ..ccveeieeiieeieeciee ettt ettt e v e e e et e e te e s re e staeetbeesbeenbeesbe e raenens 57
III. MATERIALES Y METODOS GENERALES. 67
Figura III.1. Panoramica de la sala de ordefio utilizada en los experimentos. ............ccccceveeveeveennen. 66
Figura II1.2. Ovejas Manchegas con sus corderos antes del destete. ..........eoevervieniniineneesienencens 67
Figura II1.3. A) Ordefio de las glandulas. B) Extraccion de la leche del medidor. ..........c.cccceneeee. 68
Figura IIL.4. Milko Scan FT 120. ......cccoiiiiiiiieiieciiciece ettt sttt eveeve b sta s abestveeaveeavaenveas 69
Figura IIL.5. FOsSOMatic S000. .......cccuoiuiriiiiiieieieetesie sttt ettt et sttt saeeaeens 69
Figura II1.6. Conductimetro de 1aboratorio GLP 32..........ccciiiiiiiiiiieiiecieecee et 70
Figura II1.7. Esquema del habitaculo del prototipo. .........cccceeeeieniiieninieeseeeee e 71
Figura II1.8. A. Ordefio de las glandulas y medida de la CE con el prototipo de
conductimetro para la medida on-line. B. Ordenador para la recogida de datos. ................... 72
Figura II1.9. Recogida de muestras para el analisis bacteriologico. ........eevuevuerieniiniinieniniericneenens 73

IV. FACTORES DE VARIACION DE LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA EN
LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS. 79

IV. 1. EXPERIMENTO 1. RELACION DEL ESTADO SANITARIO DE LA
GLANDULA Y OTROS FACTORES NO INFECCIOSOS CON LA CE DE LA

LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS. 79
Figura IV.1. Resultados de la comparacién de medias del LCE a lo largo de la lactacion en
funcion del NUMETO de PATLO. ......ccvveiuiieiieeie ettt ste e s te e eareerbeeaveesbeeve e eneens 89
Figura IV.2. Resultados de la comparacion de medias del RCS a lo largo de la lactacion en
funcion del NUMET0 de PATLO. ......ecveeiuiiiieeie ettt e s teeetbeerbeeaveesbeeve e sneens 89
Figura IV.3. Resultados de la comparacion de medias del LCE a lo largo de la lactacion en
funcioén del estado sanitario de 1as glandulas. ...........cccooeveviinciiiiienieneee e 90
Figura IV.4. Resultados de la comparacion de medias del LRCS a lo largo de la lactacion en
funcioén del estado sanitario de 1as glandulas. ...........cccoveveriiriiiiiienieneee e 91
Figura IV.5. Sensibilidad y especificidad de la lectura de CE para la deteccion de mamitis
(IV.5a), en funcion del ordefio (IV.5b) y del ntimero de lactacion (IV.5¢C). ....cccovevvverevennnee, 94
Figura IV.6. VPP y VPN de la lectura de CE para la deteccion de mamitis (IV.6a), en
funcién del ordefio (IV.6b) y del nimero de lactacion (IV.6C).......cccccevvvveviiecieeniieniecieee, 95

Vil



Indice de figuras

IV. 2. EXPERIMENTO 2. EFECTO DE LA FRACCION DE ORDENO EN LA CE DE

LA LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS. 103
Figura IV.7. Sensibilidad y especificidad de la lectura de la CE para la deteccion de mamitis

en funcion de la fraccion de ordemio. .........oeveviirieiierieee e 113
Figura IV.8. Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN) de la

lectura de la CE para la deteccion de mamitis en funcion de la fraccion de ordefio. ........... 113
Figura IV.9. Sensibilidad y especificidad del RCS para la deteccion de mamitis en funcion

de 1a fraccion de OTAETIO. .......c.evuiruieiiiriieiee ettt 114
Figura IV.10. Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN) del RCS

para la deteccion de mamitis en funcion de la fraccion de ordefio..........cevveveeeveireeieennean, 115

VIl



.  INTRODUCCION.



M UNIVERSITAS
Miguel Herndndez



1. Introduccion

I. INTRODUCCION.

1. IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA DEL GANADO OVINO.

En la actualidad, el censo total de ovino en Espana se situa en 15.962.892 cabezas
(MAPAMA, Noviembre 2016), ligeramente superior al del 2015. Del censo total, las
ovejas destinadas a la produccion de leche solo suponen un 15% (2.406.217 cabezas),
estando agrupadas principalmente en dos comunidades autonomas; Castilla Leon y Castilla
La Mancha, con el 47 y el 32% del censo de hembras en ordefio respectivamente y es en
estas dos comunidades en las que se produce el 91% del total de leche de ovejas producida
en el pais.

La leche de oveja supone apenas el 6,89% del total de leche producida en Espafia en
el afo 2015. Su principal destino (74% de la produccion) fue la elaboracion de queso puro
de oveja.

En Espafia, la principal raza lechera en nimero de cabezas es la Manchega, con un
total de 185.982 animales inscritos en el Libro Genealogico, de los cuales 4.854 pertenecen
a la variedad negra, catalogada como Raza Autoctona en Peligro de Extincion (ARCA,
2016). Segun datos del Control Lechero Oficial, en 2016, la producciéon de leche por
lactacion y oveja fue de 203 L en primiparas y 230 L en multiparas por lactacion natural.
La produccién por lactacion normalizada a 120 dias fue de 253 L/oveja. En cuanto a la
variedad negra, la produccion por lactacion normalizada fue de 199 L, yde 153 y 172 L en
ovejas primiparas y multiparas, respectivamente, por lactacion natural de 154 dias de
duracion.

La importancia de esta raza radica en que su leche es la materia prima para la
elaboracion de una de las figuras de calidad diferenciada mas apreciadas del pais: el Queso
Manchego con Denominacion de Origen Protegida (DOP). En la actualidad esta DOP tiene
525.829 ovejas inscritas en 785 ganaderias, con una produccién de mas de 65 millones de
litros de leche. (Arias et al., 2016). Debido a que objetivo final de la leche de ovino
Manchego es la fabricacion de quesos, su calidad debe ser considerada no solo por su
composicion, sino también por los parametros tecnologicos para la elaboracion del queso
(Arias et al., 2016), lo que justifica la investigacion sobre todos aquellos aspectos que

puedan afectar a dicha calidad, como puede ser la mamitis.
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2. LA MAMITIS EN ELL. GANADO OVINO LECHERO.

2.1. DEFINICION Y TIPOS DE MAMITIS.

La mamitis es la reaccion inflamatoria de la glandula mamaria, como respuesta
defensiva del animal frente a los elementos desencadenantes de la misma, que pueden ser
de naturaleza infecciosa, traumatica o toxica (IDF, 1987), siendo el primero el mas
frecuente.

Su principal consecuencia es la pérdida de rentabilidad de las explotaciones por
aspectos productivos (pérdida de produccion por destruccion del tejido secretor,
depreciacion por pérdida de calidad higiénico-sanitaria de la leche, riesgo de sanciones por
parte de las centrales lecheras, incremento de la reposicién por cronificacion...) o por
aspectos sanitarios (muerte de animales afectados, cronificacion, gastos de tratamiento y
medicamentos, coste del veterinario). Ademas de las pérdidas directas ocasionadas por la
mamitis, aparecen otras consecuencias que pueden derivar en perjuicios indirectos para
todo el sector productor. Existe una relacion negativa entre los altos Recuentos de Células
Somaticas (RCS) en la leche y caracteristicas tecnoldgicas para la produccion de queso,
como un aumento del tiempo de coagulacion y de la velocidad de endurecimiento, ademas
de una reduccion de la dureza del coagulo (Gonzalo et al., 1998 y Pirisi et al., 2000).
Romero et al. (2010) también observaron una relacion entre la Conductividad Eléctrica
(CE) de la leche de cabras Murciano-Granadinas y las caracteristicas del queso fresco:
Registraron un menor contenido proteico en el queso elaborado con leche con alta CE,
equiparando sus resultados a los obtenidos por Pirisi et al. (2000) en los quesos elaborados
con leche con altos RCS.

Las mamitis pueden clasificarse basandose en la intensidad de la respuesta
inflamatoria, en la alteracion de las caracteristicas bioquimicas y macroscépicas de la
leche, y en la manifestacion de sintomas clinicos locales y/o generales (Contreras et al.,
1997). Mientras que las glandulas mamarias sanas no presentan sintomas de enfermedad y
segregan leche exenta de microorganismos, las glandulas con mamitis subclinicas no
presentan sintomas clinicos de la enfermedad pero la leche que producen se caracteriza por
presentar un RCS mas alto y una alteracion de la composicion bioquimica de la leche,
aunque sin cambios macroscopicos con respecto a la leche procedente de glandulas sanas.

Por el contrario, las mamitis clinicas presentan sintomas clinicos en la glandula mamaria, y
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afectan al aspecto de la leche, la composicion bioquimica, se incrementa el RCS asi como
la afeccion del estado general del animal. Las mamitis cronicas, caracterizadas por una
continua inflamacién de la glandula mamaria, se consideran incurables y pudiendo sufrir

un proceso de agudizacion.

2.2. PREVALENCIA DE LA INFECCION INTRAMAMARIA. FACTORES DE
VARIACION.

La prevalencia de infecciones intramamarias en ovino varia segun la fuente
consultada (Tabla 1.1) entre el 4.6% (Mc Dougall et al, 2001) y el 39,9% (Leitner et al,
2001) a nivel de glandula y el 15% (Mc Dougall ef al, 2002) y el 58% (Martins et al,
2013) a nivel de individuo. Estas diferencias observadas entre los distintos estudios pueden
deberse a diversos factores, como son el estado de lactacion de los animales, el nimero de
lactacion y las condiciones de manejo mas o menos tecnificadas (Ziluaga et al., 1998). En
cuanto a las mamitis clinicas, su prevalencia suele ser menor del 5% (Bergonier et al.,
1997, Contreras et al., 2007), siendo mucho menor que lo observado en ganado vacuno
(25-50%, Seegers et al., 1997).

Al-Majali y Jawabreh (2003) afirman que la incidencia de mamitis es mayor a partir
de la tercera lactacion, al igual que Leitner ef al. (2003) quienes obtuvieron un 70,7 % de
ubres sanas en animales que se encontraban en su primera lactacion. Este porcentaje se
redujo a medida que aumentaba el niimero de parto de la oveja, siendo 64,6% y 52,2% en
animales de segundo y tercer parto respectivamente. Ergiin et al. (2009), de acuerdo con
los autores anteriores, también registraron una prevalencia menor en ovejas primiparas que
en las multiparas (4,1 y 7,4% respectivamente). Por el contrario, Mc Dougall et al. ( 2002)
no encuentran relacion entre la edad de la oveja y la incidencia de mamitis. Sevi et al.
(2000), tampoco encontraron una relacion entre el niimero de parto de las ovejas y la
prevalencia de mamitis, pero si vieron que en animales con pocas lactaciones, la infeccion
aparecia de forma mas temprana que en ovejas multiparas, afirmando que eso puede ser
debido al menor desarrollo del sistema inmunitario de las ovejas jovenes, o una mayor

susceptibilidad al estrés ambiental, de acuerdo con Bertoni (1996).
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Tabla I.1. Prevalencia de las infecciones intramamarias en ganado ovino segin

diversas fuentes.

Variacion
Referencia N° N° N° % glandulas % ovejas entre
rebafios Ovejas  muestras infectadas infectadas rebaiios

Leitner et al. (2001)* 1 159 318 39,3
Mc Dougall et al. (2001) 3 131 262 4.6
Gonzalo et al. (2002) 7 1322 9592 24,6
Mc Dougall et al. (2002)* 3 155 19 15
Mc Dougall et al. (2002)** 3 153 9,1 9,1
Albenzio et al. (2002) 5 380 1140 17,5
Batavani et al. (2003) 12 178 209 39
Al-Majali, y Jawabreh (2003) 12 318 1147 10,4 18,3 4,8-15,1%%*
Leitner et al. (2003) 20 815 1630 32 8,6-64,3
Winter et al. (2006) 7 5749 21,9 4,9-34,4
Martins et al. (2013) 1 37 444 58
Addis et al. (2016) 3 705 705 20,6
Caria et al. (2016) 12 300 540 23,85 -

*:Prevalencia al inicio de la lactacion. **Prevalencia transcurridos 40 dias del parto.

***Prevalencia de glandulas infectadas.

En cuanto a la influencia del estado de lactacion y la prevalencia de mamitis
subclinica, Leitner ef al. (2001), en un trabajo realizado con 159 ovejas, observaron que el
90,6% de los casos no varié su estado infectivo a lo largo de la lactacion, por lo que
afirmaron que realizando un muestreo durante las dos primeras semanas se puede conocer
el estado infectivo del rebafio a lo largo de la lactacion. Por el contrario Mc Dougall et al. (
2002), encontraron una prevalencia de mamitis subclinica en ovejas al inicio de lactacion
del 19%, que al cabo de 40 dias disminuy6 al 9,1% de forma que el 93,8% de las ovejas

infectadas se curaron espontaneamente.

2.3. ETIOLOGIA DE LA MAMITIS EN GANADO OVINO.

La mamitis puede ser ocasionada por numerosos agentes, que pueden ser de
naturaleza infecciosa o no infecciosa, siendo las mamitis infecciosas las que se encuentran
en la mayoria de los casos. Los agentes etioldgicos de mamitis infecciosas mas frecuentes

son clasificados como patdégenos mayores y menores en funcion del dano o lesion que

4
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producen en la glandula mamaria. Tradicionalmente, los estafilococos coagulasa-positivos
(ECP), principalmente Staphylococcus aureus, los estreptococos, las enterobacterias,
Pasteurella spp., Pseudomonas spp., Arcanobacterium pyogenes y micoplasmas han sido
considerados como patdgenos mayores, mientras que los estafilococos coagulasa-negativos
(ECN), los micrococos, las corinebacterias y las levaduras, se han clasificado siempre
como patdgenos menores.

Algunos estafilococos coagulasa-negativos (ECN) pueden producir daiios en las
glandulas similares a los provocados patdégenos mayores, presentando elevados RCS en
leche (Ariznabarreta et al., 2002; Gonzalo et al. 2002). Esto ha provocado la busqueda de
nuevos criterios de patogenicidad de los estafilococos. Ariznabarreta et al. (2002) y
Gonzalo et al. (2002) proponen clasificarlos atendiendo a si presentan o no sensibilidad a
la novobiocina en dos grupos: los que son sensibles al antibidtico y presentan un elevado
RCS en la leche de la cual se han aislado (S. aureus, S. hominis, S. epidermidis, S. caprae,
S. haemolyticus, S. chromogenes, S. capitis, S. auricularis, S.hycus) y los que son
resistentes a la novobiocina y presentan un RCS mas bajo, propio de patdégenos menores
(S. xylosus y S. lentus).

Otra clasificacion empleada se basa en el habitat principal del agente etiologico,
obteniéndose la nomenclatura de contagiosos, ambientales y oportunistas. Asi, el habitat
principal de los agentes infecciosos contagiosos es la glandula mamaria, de modo que el
contagio se produce fundamentalmente durante el ordefio. Ejemplos de microorganismos
pertenecientes a este grupo son Streptococcus agalactiae y Mycoplasma spp. Ademas se
incluye en este grupo Staphylococcus aureus, aunque su habitat principal no es el interior
de la ubre. Los microorganismos ambientales infectan al animal mediante el contacto con
materiales contaminados (suelos, camas, estiércol, agua, alimentos, etc.). A este grupo
pertenecen los estreptococos no agalactiae y coliformes principalmente, aunque también se
incluyen especies del género Bacillus y los Bacilos Gram negativos en general. De Garnica
et al. (2013), aunque no realizaron un estudio a nivel de gldndula o de individuo, si
encontraron diferencias en cuanto al porcentaje de muestras de tanque en las que
obtuvieron aislamientos positivos de E.coli o de S. aureus en funcion del manejo llevado a
cabo en la explotacion o la época de recogida de muestras. El estudio lo llevaron a cabo a
lo largo de un afio en 172 rebanos de ovejas de raza Assaf y 33 de ovejas Churras,
obteniendo mayor prevalencia d S. aureus en los meses de invierno y en los que no se

realizaba ningun tipo de tratamiento frente a aquellos en los que si se aplicaba un
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tratamiento a las ovejas en el periodo de secado. En cuanto a la presencia de E.coli, ésta
aumentd en otofo e invierno, afirmando los autores que podria ser debido a que en esta
época se incrementa en confinamiento de las ovejas, disminuyendo el tiempo de pastoreo,
con lo que aumenta el riesgo de contaminacion fecal de la leche. También registraron una
prevalencia mayor de ambas especies en las explotaciones en las que alin se realiza el
ordefio de forma manual.

La mayoria de mamitis en ganado ovino son provocadas por estafilococos, pudiendo
llegar a ser responsables del 100 % de las mamitis subclinicas (Mc Dougall et al., 2002).
La frecuencia de aislamiento de las diferentes especies es muy variable dependiendo de la
fuente consultada (Tabla 1.2), siendo los ECN los que mayores frecuencias de aislamiento
presentan en la mayoria de los casos. Un ejemplo es el estudio realizado por Ergiin et al.
(2009) quienes obtuvieron que los ECN son los principales agentes causantes de mamitis,
siendo aislados en los 16 rebafios de ovino lechero estudiados; de ellos, S. epidermidis
representd el 35,7% de las especies aisladas, seguido por S. saprophyticus (10,2%), S.
xylosus (10,2%), S. warneri (9,2%), y S. intermedius (7,1%). Los resultados de
Gebrewahid et al. (2012) coinciden con lo anterior, encontrando que el 44,7% de los
microorganismos causantes de mamitis en pequefios rumiantes fueron ECN. Aunque no es
lo més comun, en algunos estudios también se da el caso contrario; Al-Majali y Jawabreh
(2003) y Mork et al. (2007) solo aislan ECN en un 17,9% y un 2,9% de los casos
respectivamente, mientras que la frecuencia de aislamiento de ECP asciende al 39% y al
65% de los casos.

A pesar de que los ECN son los patdgenos con mayor frecuencia de aislamiento, S.
aureus ha sido aislado en la mayoria de los trabajos consultados, pero su frecuencia de
aislamiento es muy variable, oscilando entre el 3,45% observado por Leitner et a/, (2003) y
el 65,3% de Mork et al. (2007). La importancia de S. aureus no radica en su frecuencia de
aislamiento, sino en que puede llegar a provocar sintomas clinicos severos (Contreras et
al., 2007), pudiendo ocasionar la pérdida de la glandula mamaria e incluso la muerte de la

oveja.



Tabla 1.2. Frecuencia (%) de aislamiento de distintas especies de microorganismos causantes de mamitis en ganado ovino del total de

especies identificadas.

Leitner Albenzio Gonzalo Mc Dougall Leitner Batavani Al-Majali y Mork Ergun Gebrewahid Addis
Microorganismos etal. etal. etal. etal. etal. et al. (2003) Jawabreh etal. etal. etal. etal.
(2001) (2002) (2002) (2002) (2003) ) (2003) (2007) (2009) (2012) (2016)
Staphylococcus 86,4 43,7 69,54 100 65,7 63 56,9 68,2 - - -
EC positivos 12 13,3 4,32 33,3 3,45 22 39 65,3 - - -
S. aureus - 13,3 4,32 333 3,45 22 39 65,3 - - -
S. intermedius 10,4 - - - - - - - 7.1 - -
S. hycus 1,6 - - - - - - - - - -
EC negativos. 60 21,3 - 66,7 42,1 41 17,9 2,9 67,1 44,7 74,5
S. epidermidis 6,4 - - - 16,7 - - - 37,5 - 44,1
S. simulans 2.4 - - - 1,2 - - - - - -
S. chromogenes 13,6 8.4 - - 22,1 - - - - - -
S. haemolyticus 21,6 - - - 2,1 - - = - - -
S. lugdunensis 4,8 - - - = - - g - - -
S. xylosus 32 12,9 - - - - - - 10,2 - -
ECNSN - - 51,6 - - - - _ - - -
ECNRN - - 10,6 - - - - - - - -
No identificados 224 91 3 - 23,6 - - ¥ - - -
Bacillus cereus - - - - E 33 d p - - _
Micrococcus 2.4 - - - - - - - - - -
Streptococcus 11,2 - 2,2 - 42 4 25 4,6 - - -
Strep. agalactie - 2,1 1,65 - - - - 1,65 - - -
Strep. bovis - - - - - - - - - - -
Corinobacterium - 2,8 13,84 - 11,5 - - - - - _
A. pyogenes - - 0,72 - - - - - - - -
Enterobacterias - - 2,07 - - - - - - - -
E. coli - 41,9 - - - - 19 7,3 - - -
Klebsiella - - - - - - - 0,4 - - -
pneumoniae
Pasteurella 0,8 - 0,38 - - - - - - - -
Ps. Aeruginosa - 10,5 - - - - - - - - -
Pseudomonas spp. - - - - 2,7 - - - - - _
Cultivos mixtos - - 7,95 - - - - - - - -
Otros - - - - 14,8 - - 19,5 - - 12,3

EC: Estafilococos coagulasa. ECNSN: EC negativos sensibles a la novobiocina; ECNRN: EC negativos resistentes a la novobiocina.
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En los trabajos consultados los estreptococos son aislados en porcentajes muy bajos,
desde el 2,2% (Gonzalo et al., 2002) hasta el 11,2% (Leitner et al., 2001) por lo que su
importancia cuantitativa es escasa. Los bacilos Gram negativos son aislados con escasa
frecuencia e incluso no se detectan. Sin embargo dan lugar a elevaciones importantes del
RCS. Las mas frecuentes son E. coli (Albenzio et al., 2002; Al-Majali y Jawabreh, 2003 y
Mork et al., 2007), que puede ser un indicativo de pobres condiciones higiénicas. La
mayoria de mamitis clinicas y subclinicas son causadas por un Unico agente patogeno,

aunque también hay casos de cultivos mixtos, con una frecuencia de aislamiento muy baja.

2.4. EFECTOS DE LA MAMITIS EN LA CALIDAD Y LA COMPOSICION DE
LA LECHE.

La mamitis infecciosa es producida por la penetracion del agente etiologico en la
glandula mamaria. La principal via de penetracion hacia la glandula es el canal del pezon,
teniendo menor importancia la traumatica (heridas). Una vez que el patogeno ha
conseguido salvar las barreras fisicas del pezoén debe superar las defensas del animal para
lograr la colonizacion de la glandula. Los mecanismos defensivos del animal son los
factores bactericidas presentes en la leche (ej.: lisozima) o el sistema inmunitario (factor
humoral y celular), desarrollandose durante el proceso una inflamacion en la ubre por el
aumento de flujo sanguineo hacia la mama y la afluencia de leucocitos (Polimorfos
nucleares neutrofilos principalmente, que incrementa el RCS de la leche) y determinadas
proteinas séricas y enzimas (fase aguda de la mamitis). Si, a pesar del mecanismo del
sistema inmunitario, el patdogeno logra colonizar el tejido mamario, su mecanismo de
accion (liberacion de toxinas y exopolisacaridos y adherencia al tejido glandular) causara
dafios en el tejido glandular que provocard una reduccion de las funciones de sintesis del
mismo y un aumento de las de filtracion, a causa del aumento de la permeabilidad de los
lactocitos frente al fluido vascular (Kitchen, 1981), lo que se traducird en una menor
eficiencia de sintesis de leche y en variaciones de la composicion, con respecto a la
glandula sana.

El incremento de RCS que se produce, se relaciona con cambios en la composicion
de la leche y sus caracteristicas de coagulacion. La leche de oveja para queseria con RCS
elevados (RCS>10° cel/mL) puede tardar el doble de tiempo en coagular en comparacion a

muestras de leche por debajo de 500 x 10° cel/mL (Pirisi et al., 1994). Marti de Olives et
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al. (2015), en ovejas Manchegas, concluyeron que el tiempo de coagulacion de la leche
empieza a aumentar significativamente cuando el RCS en tanque supera las 1.000 x 10°
cel/mL y observaron un incremento de la proteolisis en leche a partir de un umbral de 500
x 10° cel/mL. Ademas, la migracion de los PMN desde el parénquima glandular hacia el
lumen alveolar también provoca dafios en el tejido que serdn mds graves cuanto mas
prolongada sea la respuesta inmunitaria, lo que conlleva una reduccion de la produccion.
Estos efectos sobre la cantidad y la calidad de la leche producida tienen gran importancia
en la economia de las explotaciones ganaderas, por lo que son objeto de revision a lo largo

del presente capitulo.

2.4.1.Produccion.

La mamitis causa pérdidas en la produccion y modificaciones en el porcentaje de los
componentes principales de la leche como resultado de los dafios en los tejidos secretores
de la glandula mamaria (Burriel, 1997; Burriel y Wagstaff, 1998), con la consiguiente
reduccion en la funcidn de sintesis y secrecion de la misma.

En ganado vacuno, la disminucion en la produccion de leche puede observarse al
menos una semana antes del diagndstico de la mamitis clinica (Lucey et al., 1986;
Ostergaard y Grohn, 1999; Rajala-Schultz et al., 1999; Bareille et al., 2003; Grohn et al.,
2004; Wilson et al., 2004 y Hagnestam et al,, 2007) debido a que la enfermedad esta
presente en su forma subclinica antes de la aparicion de los primeros sintomas clinicos
(Hagnestam et al., 2007). Santos et al. (2004) afirmaron que el efecto de la mamitis sobre
la produccién, en ganado vacuno, es mas grave cuando ésta se instaura al inicio de la
lactacion. Marti De Olives et al. (2013), observaron el mismo efecto en ovejas Manchegas.
Registraron una diferencia de produccion entre ovejas que se infectaron en el periodo
postparto y ovejas sanas superior a la registrada entre ovejas que se infectaron en una fase
mas avanzada de la lactacion y ovejas sanas. La disminucion de la produccion en las
glandulas infectadas se produjo en la misma semana en la que se diagnostico la infeccion,
observando también un efecto compensatorio de la produccién en la glandula colateral
sana, en las que registraron un incremento de la produccion. Gonzalo et al. (2002)
observaron una disminucién de la produccidon en las ovejas con mamitis subclinica
respecto a las sanas (880 mL/dia), aunque no fue significativa en ovejas infectadas por

patogenos menores (857 mL/dia) o las que presentaron infeccion bilateral causada por
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ECN sensibles a la novobiocina (848 mL/dia). En el caso de ovejas que presentaron una
infeccion unilateral causada por ECN sensibles a la novobiocina o por patdégenos mayores
(835 y 803 mL/dia, respectivamente) esta disminucién si fue significativa, pero la mayor
reduccion de la produccion (10,1%) fue en las ovejas infectadas bilateralmente por
patdgenos mayores, en las que solo se registr6 una media de 791 mL/dia. Leitner et al.
(2004) también observaron este efecto de la mamitis en la produccion lechera de ganado
ovino, registrando una disminucién significativa en glandulas infectadas (0,36 kg/ordefo)
con respecto a la de las glandulas no infectadas (0,76 kg/ordeiio). Los mismos autores, en
estudios posteriores afirman que en un rebafio con un 75% de gldndulas infectadas, la
disminucion de la produccion puede llegar a ser del 12,2% en ganado ovino, mientras que
en ganado caprino, con el mismo porcentaje de glandulas infectadas, las pérdidas son so6lo
del 2,3% (Leitner et al., 2008) y que la alteracion de la composicion de la leche y su
consecuente disminucion del rendimiento quesero, es mds acusado en esta especie que en
ganado vacuno o caprino (Leitner et al., 2011). Diaz et al. (2011), realizaron un
experimento en el que midieron diariamente la produccion por glandula de 18 cabras
murciano-granadinas a lo largo de 32 dias consecutivos (16 antes y 16 después del
establecimiento de una infeccion intramamaria) y en el que clasificaron las glandulas en
cuatro niveles segun su estado sanitario (sanas de cabras que permanecieron sanas todo el
experimento, sanas o infectadas de cabras que se infectaron de forma unilateral a lo largo
del experimento e infectadas de cabras que se infectaron de forma bilateral durante el
experimento). Los autores, observaron un efecto significativo del estado sanitario de la
glandula mamaria y del periodo de tiempo transcurrido respecto al establecimiento de la
infeccion en la produccion, pero no de la interaccidon entre ambos, por lo que afirmaron que
la produccion de las glandulas se vio afectada del mismo modo por la instauracion de la

infeccion, independientemente del estado sanitario de éstas.

2.4.2. Composicion.

° Materia grasa:

El efecto que la mamitis provoca sobre la produccion de materia grasa es variable e
incluso contradictorio segun la fuente consultada (Tabla 1.3). Algunos autores encontraron

que el contenido de materia grasa de leche procedente de glandulas infectadas era menor
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que el de la leche de glandulas sanas (Albenzio et al., 2002; Leitner et al., 2004c; Bianchi
et al., 2004). Esta disminucion puede llegar a ser del 35 % en glandulas infectadas con
Staphylococcus aureus respecto a las glandulas control (Fragkou ef al., 2008). Santos et al.
(2007), en un estudio en ganado ovino en el que se inoculd S. aureus encontraron que la
infeccion dio lugar a una significativa reduccion de grasa inicialmente y, después, a una

disminucion global de la secrecion de los componentes de la leche.

Tabla 1.3: Variacion de la concentracion de materia grasa debido a la mamitis en

elche de oveja seglin diversas fuentes.

Contenido graso (%)

Referencias % Variacion Origen de la infeccion
Sanas Infectadas
Albenzio et al., 2002 - - -7 Natural
Leitner et al., 2003 4,68 5,29 +0,61 Natural
Leitner et al., 2004 64,90 61,7 -3,2 Natural
Bianchi et al., 2004 7,06 6,16 -0,9 Natural
Santos et al., 2007 - -35 Inducida con S. aureus
Fragkou et al., 2008 7,00 4,50 -2,5 Inducida con Mannheimia
haemolytica
Leitner ef al., 2011 72,7 68,7 -5,5 Inducida; S. epidermidis o
S. chromogenes.
Martins et al., 2013 5.68 6,177 +8,6 Natural
Martins et al., 2013 5,68 7,123 +25.4 Natural

" Contenido graso expresado en g/L; > Mamitis subclinica. > Mamitis clinica. * No observaron diferencias
significativas.

Por otro lado, Leitner et al. (2003) obtuvieron un incremento del porcentaje de
materia grasa en glandulas infectadas (5,29%) en comparacion con glandulas sanas
(4,68%), aunque en este caso no fue significativo. De acuerdo con lo anterior, Burriel
(1997) observé un aumento en el porcentaje de grasa y proteina a causa de la infeccion por
ECN, afirmando que esto se debe a que ademés de una reduccion de la sintesis de los
componentes de la leche, la mamitis provoca una disminucion del volumen de leche
producida, lo que conlleva un incremento del porcentaje de diversos componentes (Leitner
et al., 2003; Burriel, 1997; Schultz, 1977). Martins et al. (2013) también observaron este
incremento, registrando valores de 5,68, 6,17, y 7,12% de materia grasa en glandulas

sanas, con mamitis subclinica o con mamitis clinica respectivamente.
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También se encuentran estudios en los que no se ha observado ningin efecto del
estado infectivo en el porcentaje graso de la leche (Torres-Herndndez y Hohenboken,
1979; y Diaz et al., 1996). En ovejas de la raza Manchega, Marti de Olives et al. (2013) no
encontraron variacion en el porcentaje de grasa a causa de la instauracion de la infeccion
intramamaria, afirmando que la grasa y la caseina se modifican de un modo u otro
dependiendo de la magnitud de la reduccion de la produccion. Asi, estos autores destacan
que la reduccion en el volumen de leche producida como resultado de la infeccion
intramamaria es frecuentemente mayor que la disminucion en la sintesis de grasa y caseina,
lo que da lugar a que la concentracion de estos componentes en la leche se mantenga
estable. En un estudio posterior, realizado en muestras de tanque de explotaciones de
ovejas Manchegas, Marti de Olives et al. (2015) tampoco obtuvieron diferencias
significativas entre el contenido graso de muestras de tanque con altos RCS y con bajos
RCS, a pesar de que observaron que el porcentaje de grasa de la leche tendia a aumentar a

medida que aumentaba el RCS.

° Proteinas:

Al igual que ocurre con la materia grasa, el efecto que provoca la infeccion
intramamaria en el contenido en proteinas de la leche de ganado ovino varia en funcion de
la fuente consultada, de forma que puede no ser significativa (Diaz et al., 1996; Marti de
Olives, 2005), producir un ligero aumento (Bianchi et al., 2004; Leitner et al., 2004) o
descender (Albenzio et al., 2002; Fragkou, 2008).

Globalmente, existe un incremento en los niveles de proteinas totales y compuestos
proteinicos ligados a la inflamacion y a la respuesta inmune; y un descenso en las proteinas
endogenas de la leche tales como la caseina. Los componentes que llegan de la sangre,
como las proteinas séricas, normalmente aumentan debido a la mayor permeabilidad de la
barrera sangre-leche durante la infeccion. Leitner et al. (2003) encontraron que la leche de
glandulas con mamitis subclinicas tenia un 7,2% mas de proteinas que la leche de
glandulas sanas, valor similar al observado por Bianchi et al. (2004). Diaz et al. (1996), en
un trabajo realizado con ovejas de raza Manchega observaron un aumento de la proteina
bruta en las glandulas mamiticas, afirmando que esto se debia principalmente al aumento
de las proteinas del suero, ya que el porcentaje de caseinas no se vio afectado

significativamente por la infeccion. Arias et al. (2016) en una revision realizada sobre la
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calidad y la composicion de la leche en ovino Manchego, observaron que el contenido en
proteina en esta raza varid entre el 5,96% registrado en ganaderias perteneciente al Consejo
de la Denominacion de Origen Protegida (DOP) y el 5,80% que obtuvieron en las
ganaderias incluidas dentro del programa de mejora de la raza llevado a cabo por la
Asociacion Nacional de Ganado Ovino Selecto de raza Manchega (AGRAMA). Marti de
Olives et al. (2013), en ovejas Manchegas obtuvieron un porcentaje de proteina
ligeramente inferior a las medias obtenidas por Arias et al. (2016), siendo en glandulas
infectadas, del 5,63% y 5,81% en el periodo posparto o en el transcurso de la lactacion y
menor en sus colaterales sanas (5,38 y 5,50%). Estos autores, al mismo tiempo, registraron
un descenso del ratio caseina:proteina y un incremento significativo de las proteinas del
suero, atribuyéndolo a un aumento de la permeabilidad de la barrera sangre-leche durante
la infeccion. Los resultados en cuanto al ratio caseina:proteina obtenidos por Marti de
Olives et al. (2015) son similares a los obtenidos en estudios previos por los mismos
autores, y también en ovejas Manchegas, registrando un descenso del ratio
caseinas:proteina en muestras de tanque con altos RCS en comparacion con las muestras
con bajo RCS. Estos resultados estan de acuerdo con Leitner ef al. (2011), quienes, a pesar
de no observar una variacion en el contenido proteico total de la leche procedente de
glandulas infectadas respecto a la procedente de gldndulas sanas en ovejas Assaf, si
registraron un descenso en el porcentaje de caseinas en las glandulas infectadas. Merin et
al, (2004) concluyeron que la produccion de cuajada a partir de leche de ovino y caprino
procedente de glandulas infectadas por ECN era menor que cuando procedia de glandulas
no infectadas, debido a que las concentraciones de caseinas era menor en las glandulas
infectadas.

En cuanto a la relacion del RCS con las proteinas de la leche, en varios trabajos se ha
puesto de manifiesto la existencia de una correlacion positiva cuyo coeficiente varia entre
0,09 y 0,35 seglin la fuente consultada (Bedo ef al., 1995; Fuertes et al., 1998; El Saied et
al., 1998; Wojtowoski et al., 1998).

° Lactosa:

En ganado ovino, se ha observado que el contenido de lactosa en la leche, disminuye
con la infeccién (Diaz et al., 1996; Burriel, 1997; Bianchi et al., 2004), principalmente a

causa de la reduccion de la capacidad de sintesis de los tejidos dafiados (Burriel, 1997)
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pero también a una menor disponibilidad de su precursor, la glucosa, debido a la
competencia por la energia entre las células secretoras y las que tienen funciones
fagocitarias (Rulquin, 1997). Otro posible motivo de este descenso es su paso hacia el
fluido extracelular y la sangre como consecuencia de la destruccion de las membranas
celulares. Por lo tanto, las bajas concentraciones de lactosa dependeran de la gravedad del
dafio producido en las uniones entre células (Stelwagen et al, 1999) y en su estructura
celular. Ademas, la lactosa esta directamente implicada en la disminucién de la produccion
de leche por su funcion como regulador osmotico de la secrecion lactea a nivel celular.
Peaker (1977) demostrd que el contenido en lactosa estéd relacionado con la concentracion
ionica de la leche, ya que pequefas variaciones en la concentracion de lactosa se veian
acompanadas de cambios de orden inverso en la concentracion de iones sodio y cloro. Asi,
una disminucion del contenido en lactosa de la leche implica una reduccion del volumen de
ésta, tanto en ganado vacuno (Munro et al., 1984) como en ovino (Burriel, 1997).

Como se observa en la Tabla 1.4, Leitner et al. (2003) encontraron un porcentaje de
lactosa del 5,30% en glandulas sanas con una produccion de 2,77 kg/dia y una disminucion
de este porcentaje al 4,72% y de la produccion a 2,55 kg/dia, en ovejas con mamitis.
Bianchi et al. (2004), en ovejas Sardas, registraron un porcentaje significativamente
inferior de lactosa en glandulas mamiticas (4,45%) con respecto a las glandulas sanas
(4,90%), pero no registraron diferencias en cuanto a la produccion. Martins et al. (2013)
también encontraron niveles inferiores de lactosa en leche de ovejas con mamitis clinica,
apoyando la teoria de que el dafio en el tejido secretor conlleva una disminucion en la
biosintesis de lactosa. Burriel et al. (1997) observaron una reduccion del 9,7% al inducir la
infeccion con ECN, en cambio, no encontraron diferencias en el contenido en lactosa en
muestras de leche con alto RCS y bacteriologia negativa. En ganado ovino Manchego,
Marti de Olives et al. (2015) observaron un descenso del contenido en lactosa de la leche a
medida que aumentaba el RCS en tanque, siendo significativamente superior el valor que
registraron cuando el RCS<500 x 10° cel/mL (5,61%) que cuando el RCS superaba ese
umbral. En este sentido, Antoni¢ et al. (2013) también observaron un descenso de la
lactosa al incrementarse el RCS en leche, obteniendo un coeficiente de correlacion

negativo entre ambas variables (r = -0,467).
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Tabla I.4. Variacion del contenido en lactosa en leche de ganado ovino.

% lactosa

Referencias Glandula Glandula % Variacién Origen de la infeccién
sana infectada
Diaz et al. (1996) 4,99 4,76 -4,6 Natural V' (ECN, Str. Uberis)

Burriel (1997) 5,1 4,58 -9,7 Inducida (ECN)

Burriel (1997) 5,1 5,07 0 Inducida (Bacteriologia negativa)
Leitner et al. (2003) 5,30 4,72 -10,9 Natural (ECN)
Leitner ef al.( 2004) 44,7@ 33,5@ 25 Natural (ECN)
Bianchi et al.( 2004) 4,65 4,51 -3 Natural

Fragkou (2008) 4,55 3,55 -21 Inducida (Mannhemia haemolytica)

1. Mamitis clinicas y subclinicas. 2. Cantidad de lactosa expresada en g/l.

° Contenido mineral:

El tejido secretor de la glandula mamaria, estd dotado de diversos sistemas que
ayudan a mantener la diferencia de concentracion de iones (principalmente Na*, Cl" y K')
que existe entre la sangre y la leche (Hamann y Zecconi, 1998). De este modo, en
condiciones normales, existen dos “barreras impermeables” que regulan el transporte de
iones: la barrera sangre—intersticio y la barrera intersticio—leche, debiendo los iones seguir
un camino transcelular para llegar desde la sangre hasta la leche. Durante este camino,
deberan pasar a través de los sistemas de transporte activo presentes en las membranas
basolaterales de las células epiteliales, mediante los cuales los iones sodio son enviados
hacia el intersticio celular y los iones potasio al interior celular. Con este sistema se
consigue que en el fluido intersticial y en la sangre el ratio Na:K sea de 30:1, mientras que
en el fluido intracelular y en la leche es de 1:3. El paso de estos iones del interior celular al
lumen alveolar, y su incorporacion a la leche, se realiza mediante difusion pasiva.

Los trabajos disponibles en ganado vacuno indican que la mamitis, ademas de
provocar una modificacion de los componentes mayoritarios de la leche, también ocasiona,
por una parte, una disminucion del calcio, fésforo y potasio y, por otra, un aumento de
cloruros y sodio (Hamann y Zeconni, 1998). Siendo escasos los trabajos publicados acerca

del efecto de la mamitis en el contenido de sodio, fosforo y potasio en ganado ovino.
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Sodio, Potasio v Cloruros.

Hamed ef al. (1993) encontraron un incremento del 17% del contenido en cloruro en
glandulas infectadas respecto a glandulas sanas (1300 y 1520 mg/kg en glandulas sanas y
glandulas infectadas, respectivamente). Bianchi et al. (2004) también observaron un ligero
aumento de los cloruros en leche de glandulas infectadas, aunque las diferencias no fueron
significativas (1870 mg/kg en glandulas sanas y 1970 mg/kg en glandulas infectadas).
Santos et al. (2007) registraron valores de 136,7 mEq/L en glandulas infectadas (a las 24h
de inducir la infeccioén con S. aureus) mientras que en glandulas sanas la concentracion de
cloruros fue de 103,45 mEq/L (Tabla.l.5). Caria et al. (2016), registraron una media
contenido en cloruros de 143,9 mg/L en leche de oveja Sarda, y obtuvieron un coeficiente
de correlacion significativo y positivo, aunque moderado (r = 0,407), entre el contenido en
cloruros y el RCS en leche. Burriel (1997) observé que al inducir la infeccion con ECN, el
contenido en sodio aument6 un 83% (14,7 mmol/L en glandulas sanas frente 26,9 mmol/L
en glandulas infectadas), obteniendo una correlacion con el RCS de 0,59. En este mismo
trabajo también estudiaron el efecto de la mamitis sobre la concentracion de potasio,
obteniendo un descenso del 3,8% (con una concentracion de 36,3 mmol/L en glandulas
sanas y 34,9 mmol/L en glandulas infectadas). Debido a estos cambios en la concentracion
de ambos iones, la relacion Na'/K' pasé de 1:2,5 a 1:1,3, lo que refuerza la idea del

desequilibrio osmotico que provoca la infeccion.

Tabla I.5. Efecto de la mamitis en el contenido de Na’, K™ y CI” en leche de oveja.

Mineral Referencia Glandulas Glandulas % Variacion ergen ‘c!e la
sanas infectadas infeccion.
Hamed et al., (1993) 0,13% 0,152% 17% Natural
or Bianchi et al., (2004) 0,187% 0,197% NS Natural
Santos et al., (2007)  103,45mEq/L  136,7mEq/L 32% Inducida
(S. aureus)
Na* B“me(llgggj‘gmff 14,7mmol/L. 26 9mmol/L 83% Inducida (ECN)
K* B“me(llgggj‘gmff 363mmol/L  349mmolL  -3.8% Inducida (ECN)
Na'/K* B“rr‘e(llygg’g;‘gStaff 12,5 113 Inducida (ECN)
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En ganado caprino, Ying ef al. (2004) observaron en la raza Saanen un aumento del
contenido en sodio debido a la mamitis (506 ppm en las ubres infectadas vs 322 ppm en las
sanas). En el mismo trabajo, en la raza Alpina, los resultados fueron similares, aunque el
incremento observado fue menor (428 vs 393 ppm). Diaz et al. (2012), en cabras
Murciano-Granadinas, registraron un incremento de la relacion Na'/K " cuando la infecciéon
se establecido de forma bilateral (de 0,3201 pas6 a 0,4039 tras el establecimiento de la
infeccion), pero no registraron cambios significativos en la leche de glandulas infectadas
pertenecientes a animales en los que la infeccion se establecié de forma unilateral. Con
respecto al idn cloruro, Barros y Leitao (1992) encontraron que la mamitis inducida con S.
aureus provocaba un incremento en los cloruros de 1800-1500 mg/kg (3900-3400 mg/kg
en las ubres infectadas y 2100-1900 mg/kg en las sanas) en ganado caprino. De acuerdo
con estos autores, Diaz et al. (2012) registraron un incremento significativo en el contenido
en cloruros en la leche de glandulas infectadas de cabras Murciano-Grandinas. En las
glandulas de cabras que se infectaron de forma unilateral, el contenido en cloruros se
increment6 de 1.891 mg/L a 2.018 mg/L tras el establecimiento de la infeccion; y en la
leche de las glandulas de las cabras que se infectaron de forma bilateral, registraron una
concentracion de 2.082 mg/L antes de la infeccion, que se increment6 hasta los 2.213 mg/L
tras el establecimiento de la infeccion. Por el contrario, Ying ef al. (2004) observaron que
la infeccion intramamaria provocaba un descenso, tanto en la raza Saanen (2264 ppm en
las infectadas vs 2463 ppm en las ubres sanas) como en la Alpina (2117 contra 2447 ppm
en las ubres infectadas y sanas, respectivamente). Gadjdusek et al. (1996) encontraron una
correlacion negativa y significativa del RCS con el calcio, fosforo y potasio, mientras que
no fue significativa con el sodio y los cloruros.

En cuanto al efecto de la mamitis sobre la concentracion de estos minerales en la
leche de ganado vacuno, Fernando ef al. (1985) encontraron un aumento paulatino del
contenido en cloruros en las diferentes fracciones de leche analizadas en funcion de si se
trataba de cuarterones sanos, infectados con patdgenos menores o con patdgenos mayores
respectivamente, aunque la correlacion con el RCS fue muy baja (r = 0,22). Holdaway et
al. (1996) encontraron que la infeccion intramamaria provocaba una reduccion de la
concentracion en lactosa en las tres fracciones estudiadas (primeros chorros, leche maquina
y apurado), mientras que la concentracion de sodio aumentaba y la de potasio no se veia
afectada. Bruckmaier et al. (2004a) observaron un incremento de las concentraciones de

sodio (30 vs 22 mmol/mL) y cloruro (38 vs 31 mmol/mL) en las glandulas con logRCS>6
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con respecto a sus colaterales sanas (logRCS<6) mientras que el i6n potasio no se vio
afectado (39 vs 42 mmol/L). El Zubeir et al. (2005) encontraron que la mamitis clinica
provocaba un aumento significativo del sodio y un descenso del potasio, pero en el caso de
mamitis subclinica, solo encontraron un aumento del sodio mientras que no hubo
diferencias significativas en el caso del potasio. Yildiz et al. (2006) obtuvieron que la
mamitis subclinica produjo un aumento en el contenido en sodio y un descenso en los
niveles de potasio en la leche, pasando de 56,16 y 170,57 mg/dL, respectivamente, en
glandulas sanas a 68,90 y 113,92 mg/dL en glandulas infectadas, si el RCS medio era de
709.677 cel/mL (Test de California +1) y a 76,46 y 82,52 mg/dL. con RCS medio de
1.312.640 cel/ml (Test de California +2). Bruckmaier et al. (2004b) observaron que tras la
inoculacidn de la toxina de E.Coli se producia un aumento de las concentraciones de sodio
y cloruro, con el pico maximo a las 12 h, para descender hasta los niveles previos a la
inoculacién tras 38 h. En un experimento similar, Werner-Misof et al. (2007) observaron
que la inoculacidon no provocaba diferencias significativas en los niveles de sodio, pero si

aumentaba significativamente el cloruro.

) Enzimas:

En la leche pueden encontrarse una gran variedad de enzimas, algunas de las cuales
pueden aumentar su concentracion en la leche con la mamitis. Ademas, las células
somaticas, que también aumentan en el caso de mamitis, pueden liberar algunas enzimas
que pueden sumarse a la mencionada actividad. La actividad de las enzimas esta
clasificada como degradativa de la leche y antibacteriana, principalmente. La actividad
degradativa provocara modificaciones en las cualidades de la leche que pueden mermar el
rendimiento tecnologico y las cualidades organolépticas (protedlisis y lip6lisis, entre otras),
mientras que la actividad antibacteriana aporta una proteccion limitada a la leche, evitando
que sea degradada por las bacterias. Ademas, determinadas enzimas pueden ser empleadas

como indicadores de calidad higiénica, de tratamiento térmico o de la especie animal.

La lisozima es una enzima lisosomal que juega un papel importante en el sistema
inmunitario del hospedador ya que, junto con otros sistemas enzimaticos que no han sido
completamente investigados, destruye las bacterias fagocitadas por los PMN al danar las

paredes bacterianas. Ademas, los PMN controlan la colonizacioén del hospedador a través
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de la excrecion de granulos secundarios que la contienen (Zecconi y Smith, 2003). Aunque
la lisozima es una enzima lisosomal asociada a los leucocitos, ha sido aislada en el suero
de la leche.

La catalasa es una enzima presente en todas las leches, que se encuentra ligada a la
membrana del globulo graso, pero cuyo origen también puede ser bacteriano y leucocitario,
por lo que es empleada como indicador de la calidad higiénico-sanitaria de la leche. Es una
oxido-reductasa que descompone el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso.
Gracias a que su actividad aumenta a medida que aumenta el contenido en leucocitos, ya
que es liberada por los mismos (Fox y Kelly, 2006), su determinacion podria ser empleada
como método de deteccidn de mamitis. Su actividad también puede deberse a la presencia
de ciertas bacterias que la segregan, por lo que para evitar una interpretacion erronea del
resultado, debe asegurarse la no contaminacion de las muestras durante su manipulacion.
Kang et al. (2002) encontraron una elevada correlacion (r = 0,89) entre la actividad de la
enzima catalasa y elevados recuentos de aerobios mesoéfilos (logufc/mL>4), por lo que
concluyeron que su empleo podia predecir la contaminacion bacteriana de la leche. Debido
a que la enzima esté ligada al globulo graso, sus niveles seran mayores cuanto mayor sea

esta variable en la leche.

La peroxidasa (o lactoperoxidasa) es una enzima presente en todas las leches, que
también puede provenir de los leucocitos, siendo la responsable de la fase bacteriostatica
de las primeras horas tras el ordefio. Su actividad en presencia de perdxido de hidrogeno
también va a provocar la liberacion de oxigeno activo. Su concentracion media en la leche

es de 30 mg/L.

La lipasa presente en la leche es una enzima hidrolasa que actiia sobre la grasa
(liberando acidos grasos de los triglicéridos en emulsion) y cuyo origen puede ser el animal
(mLPL: milk Lipo Protein-Lipasa), las bacterias (sobre todo psicrotrofas) y los leucocitos.
Su actividad puede darse de manera espontdnea o inducida por una accién mecanica o
turbulencia de la leche. La primera es realizada por las enzimas localizadas en las
membranas de los glébulos grasos (presentes en menor proporcidon), mientras que la
segunda es realizada por enzimas solubles, que durante el enfriamiento de la leche se
localizan en la micela de caseina, conteniendo la leche unos valores de 1 a 2 mg/L en

condiciones normales. La leche de animales mamiticos tiene una mayor actividad lipasa,
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debido al mayor contenido en leucocitos que también presentan una enzima similar a la

endogena de los animales (Morgan, 2000).

La actividad fosfatasa de la leche se debe a dos enzimas, una acida (localizada en el
lactosuero) y otra alcalina (localizada en la membrana del globulo graso y presente en
mayor cantidad). Su actividad consiste en la hidrolisis de los ésteres del acido fosforico y
se ve reducida tras la pasteurizacion, por lo que es empleada como medida de la eficacia
del tratamiento térmico. En el calostro su proporcion es elevada, reduciéndose los niveles
tras el primer mes de lactacion, para volver a aumentar al final de la lactacion
(fundamentalmente la alcalina). En leche de vaca libre de mamitis, Babaei et al. (2007)
publicaron unos niveles de 34,9 UI/L, mientras que la presencia de mamitis subclinica
incremento los niveles hasta 136,2 UI/L (con CMT=3). En el mismo sentido, Morgan
(2000) afirm6 que su contenido aumentaba a medida que lo hacia el RCS en leche de

cabra.

La lactoferrina se sintetiza por las células epiteliales de la glandula mamaria y por los
PMN, teniendo propiedades antimicrobianas. Su actividad se basa en su afinidad por el ion
hierro y capacidad de ligarse a las membranas microbianas y dispersar los
lipopolisacaridos, provocando la muerte de la bacteria. Ademads, reduce la capacidad de
adhesion de las bacterias a las células e interactua con los receptores especificos de las
células inmunitarias (Ward et al, 2005). En ganado vacuno, Kawai et al. (1999)
obtuvieron unos niveles significativamente mayores en leche procedente de animales con
mamitis clinica (849 pg/mL) con respecto a mamitis subclinica (495 pg/mL) y libres de
mamitis (169 ug/mL). En el mismo sentido, en ganado vacuno, Hagiwara et al. (2003)
observaron una tendencia a incrementar la concentracion de lactoferrina a medida que lo
hacia el RCS, publicando un rango de 7-1150 pg/mL (media = 169,06 pg/mL) en animales

libres de mamitis y de 7-3600 pg/mL en animales con mamitis subclinica.

La plasmina es la principal enzima proteolitica de la leche, siendo en realidad un
sistema completo (plasmina, plasminégeno, activadores de plasminodgeno e inactivadores
de ambos) cuyo origen es la sangre. Los niveles incrementan durante la mamitis y la fase
final de lactacion, debido al aumento del flujo de componentes sanguineo a la ubre. Una

vez en la leche, se halla asociada a la micela de caseinas (siendo su principal sustrato la [3-
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caseina) mientras que los inhibidores se hallan en el suero lacteo (Fox y Kelly, 2006). En
vacuno, su actividad aumenta con la mamitis (Schaar y Funke, 1986), tanto en leche de
ubre (Logplasmina=1,14 vs 1,27) como de glandula (Logplasmina=1,24 vs 1,50) y con el
estado de lactacion y el numero de lactacion. En ganado caprino, Marti et al. (1999)
registraron un incremento significativo del 21-23% de la actividad del enzima cuando el

RCS era superior a 800.000 cel/mL.

La N-acetil-f—D—glucosaminidasa (NAGasa) es una enzima lisosomal cuyo

principal origen son los lactocitos y, en menor medida, las células somaticas. La principal
localizacion en las células epiteliales es el citosol, en la fraccion soluble de la célula, al
igual que ocurre en la leche donde se localiza en la fraccion soluble (82% del contenido en
leche; Kitchen et al., 1978). Los dafos en las membranas celulares provocados por la
mamitis es el origen de que el enzima junto con parte del citoplasma, se difunda desde el
citosol celular hacia el lumen alveolar, esto unido a la liberacion del enzima por parte de
los leucocitos, provoca un incremento de NAGasa en la leche de animales mamiticos
(Kitchen et al., 1978), encontrandose una elevada correlacion (r=0,8) de esta enzima con el
RCS (Le Mens et al., 1996). Por ello, la medicion de la actividad de esta enzima ha sido
utilizada como método de diagnostico indirecto de mamitis subclinicas. Piccinini et al.
(2007) encontraron que, en ausencia de infeccion intramamaria, los patrones de evolucion
de NAGasa y RCS no estaban directamente relacionados, lo que sugeria que en esas
circunstancias las células somaticas no son la principal fuente de NAGasa.

Casi todas las publicaciones consultadas que han estudiado el efecto de la mamitis en
el contenido de la enzima han encontrado una relacion positiva, es decir, la infeccion de la
glandula mamaria provoca el aumento de la concentracion de la enzima en la leche. Por el
contrario, Piccinini ef al. (2007) no encontraron una relacidon significativa positiva con el
RCS, ya que las glandulas con RCS entre 100.000 y 200.000 cel/mL tuvieron mayores
niveles de NAGasa (39,81 U) que las de RCS>200.000 cel/mL (33,88 U). Guliye et al.
(2002), en leche de dromedario, tampoco encontraron un efecto significativo de la
infeccion en los niveles de NAGasa, y lo atribuyeron a que posiblemente el empleo de un
kit para ganado vacuno no fuera adecuado para la especie animal estudiada.

En ganado ovino, Moroni et al. (2001) encontraron diferencias significativas en el
contenido del enzima entre muestras procedentes de glandulas sanas y muestras de

glandulas infectadas con ECN, siendo al inicio de lactacion de 15,62 nmol/mL min en las
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sanas y 24,75 nmol/mL min en las infectadas, mientras que al final de lactacion fue de
20,28 nmol/L min en las sanas y 45,30 nmol/L min en las infectadas. De manera similar,
Leitner et al. (2001) encontraron valores de 17,1 U (0,855 umol/L min) en glandulas sanas,
67,4 U (3,37 umol/L min) en glandulas infectadas con ECN y 97,9 U (4,89 umol/L min) en
glandulas infectadas con estreptococos. Un efecto similar de la infeccion, aunque con
valores ligeramente superiores fueron encontrados por Leitner ef al. (2003), encontrando
en glandulas libres de infeccion 22,9 U (1,145 pumol/L min) y 73,1 U en glandulas
infectadas (3,655 pmol/L min). En ganado ovino manchego, Roca ef al. (2012) observaron
un incremento significativo de la actividad del enzima tras el establecimiento de la
infeccidn intramamaria, que fue mas acusado cuando la infeccion se establecié de forma
bilateral que cuando esta curs6 de forma unilateral. En las glandulas sanas de las ovejas
que se infectaron de forma unilateral también registraron un leve incremento, pero no
significativo, de la actividad del enzima tras producirse la infeccion en la glandula
colateral.

El coeficiente de correlacion entre NAGasa y RCS ha sido en la mayoria de los
estudios significativo y positivo. Asi, Kitchen et al. (1978) y Berning et al. (1992)
obtuvieron en ganado vacuno unos coeficientes de correlacion elevados de 0,86 y 0,70
respectivamente, este ultimo calculado mediante el logaritmo natural de ambas variables.
Sin embargo, Bansal ef al. (2005) encontraron coeficientes de correlacion mas bajos, entre
0,44 y 0,50, segiin la fraccion de leche tenida en cuenta (inicio ordefo y apurado,
respectivamente). De manera similar, Fox et al. (1985) y Nagahata et al. (1987)
encontraron una relacion positiva, de forma que a medida que aumentaba el RCS en leche
de animales con mamitis clinica, también lo hacia el contenido en NAGasa. Shuster ef al.
(1991) encontraron unos patrones de evolucion de los contenidos en NAGasa y RCS en
leche de glandulas inoculadas con endotoxina muy similares, de manera que la toxina
provocd una gran elevacion de ambas variables que rdpidamente descendieron de forma
paralela. En ganado ovino, Leitner et al. (2001) encontraron un coeficiente de correlacion
de 0,85 entre ambas variables, similar al obtenido por Roca et al. (2012), quienes
obtuvieron un coeficiente de correlacion de 0,83 cuando analizaron todos los datos en
conjunto. Al estudiar la correlacion de la NAGasa con el RCS en funcién del nivel de RCS,
obtuvieron un coeficiente de correlaciéon superior cuando el RCS> 500.000 cel/mL que

para un RCS<200.000 cel/mL (r=0,81 y 0,28, respectivamente).
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3. METODOS DE DETECCION DE MAMITIS.

Las mamitis clinicas son facilmente detectables por el ganadero, ya que se produce
una inflamacion visible de la ubre o glandula afectada que puede ir acompafiada de un
enrojecimiento e incremento de la temperatura. También cambia la apariencia de la leche,
cambia su color y viscosidad y en algunos casos pueden aparecer coagulos de sangre. Por
el contrario, las mamitis subclinicas no se detectan a simple vista y es necesario recurrir a
métodos de diagndstico ya sean directos (cultivo bacteriologico) o indirectos (recuento de
c¢lulas somaticas entre otros, Martinez y Peris, 1998). En cualquier caso, los métodos de
diagnostico para mamitis han de ser econdmicos, faciles de usar y con buena exactitud
(Nielen et al., 1993) si se persigue su implantaciéon a nivel comercial. En general, el
diagnostico de la mamitis se debe realizar teniendo en cuenta la sintomatologia y la
evolucion de ésta en el tiempo, pudiendo ser observada directamente en el animal o en las
alteraciones y cambios que se puedan producir en determinadas variables de la leche (ver
apartado 2.4.2.). Asi mismo, se debe contemplar que, para algunas variables, pueden existir
otras fuentes de variacion distintas de la mamitis que las modifiquen (edad del animal,
estado de lactacion, estado fisioldgico, nivel productivo...). Koehler et al. (2002) indicaron
que la fiabilidad de la detecciéon de mamitis ofrecida por los métodos individuales puede
ser mejorada mediante el uso combinado de varios métodos de deteccion.

Cualquier método para el diagnostico de una enfermedad debe tener una elevada
sensibilidad y especificidad. La sensibilidad es la probabilidad de que una muestra positiva
resulte diagnosticada como positiva. Asi una sensibilidad del 60% indicaria que solamente
el 60% de los animales con mamitis serian detectados por el método, mientras que el 40%
restante de animales infectados no seria diagnosticado. La especificidad es la probabilidad
de que un animal no enfermo sea diagnosticado como no enfermo. Una especificidad del
90% indicaria que el 10% de los casos sanos son clasificados como enfermos. Otras
caracteristicas relacionadas con lo anterior son el valor predictivo positivo y negativo. El
valor predictivo positivo indica el porcentaje de los diagnosticos positivos que realmente lo
son, es decir, es el nimero de animales enfermos detectados dividido por el numero de
diagnosticos positivos obtenidos (tanto los verdaderos como los falsos). En el caso del
valor predictivo negativo es el porcentaje de diagnosticos negativos que realmente lo son,

es decir, el nimero de animales sanos con diagnostico negativo dividido por el nimero de
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animales con diagnostico negativo (tanto los verdaderos negativos como los animales

enfermos que no han sido detectados: falsos negativos).

3.1. METODOS DIRECTOS.

Los métodos directos persiguen la demostracion de la presencia de microorganismos
patogenos en la leche mamitica (bacteriologia, virologia, sintomas clinicos e
histopatologia), por lo que permiten realizar los tratamientos terapéuticos especificos en
funcién del germen implicado. Dentro de este grupo se encuentran el diagnostico
bacteriologico (identificacion de gérmenes causantes de infeccion mediante cultivo
bacteriologico de una muestra de leche) y el diagnostico clinico (observacion de sintomas
en el animal).

La realizacion del diagnostico microbioldgico es de gran utilidad, ya que aporta
informacion sobre la etiologia y en consecuencia valiosa informacion epidemiologica. Sin
embargo, el diagndstico microbiologico es demasiado costoso para llevarlo a cabo de
forma rutinaria en condiciones de campo; por ello se necesitan métodos de diagnodstico

indirecto fiables y a bajo coste (Martinez y Peris, 1998).

3.2. PRINCIPALES METODOS INDIRECTOS DE DETECCION DE MAMITIS.

Los métodos indirectos se basan en la evaluacion de la intensidad de la reaccion
inflamatoria (contenido celular, variaciones en la composicion de la leche y diagnostico
serologico), es decir en la evaluacion de distintas propiedades o moléculas de la leche que
pueden verse modificadas con la infeccion. Estos métodos pueden ser de gran utilidad en
caso de mamitis subclinicas, donde no existen evidencias clinicas de la existencia de la
infeccion, y se pueden dividir en pruebas de laboratorio y pruebas rapidas realizadas in
situ. Las pruebas de laboratorio se llevan a cabo mediante técnicas analiticas e
instrumentales que tienen como objetivo cuantificar de forma indirecta el grado de
infeccion. Para ello se evalua la alteracion que presenta la leche (tanto a nivel individual,
como en la leche del tanque). También se emplean pruebas para identificar de forma
indirecta los microorganismos principales causantes del proceso patologico con el fin de

adoptar las medidas terapéuticas adecuadas.
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3.2.1.California Mastitis Test (CMT):

La mamitis puede ser detectada mediante tests in situ que pueden ser utilizados por
los ganaderos, y que requieren relativamente poca formacion. Una de las mas antiguas y
mejor conocidas es el CMT (Schalm y Noorlander, 1957). Se basa en el principio de que la
adicion de un detergente que contiene bromocresol purpura a una muestra con alto RCS
provoca la lisis de éstas, liberando acidos nucléicos y otros componentes provocando la
formacion de una consistente matriz gelatinosa proporcional al niimero de leucocitos. Sin
embargo, la interpretacion de los resultados es subjetiva, dando lugar a falsos positivos y

falsos negativos.

3.2.2.Recuento de Células Somaticas (RCS):

Entre las técnicas de diagnoéstico indirecto de mamitis subclinicas cabe destacar el
RCS como prueba de laboratorio (Martinez y Peris, 1998). Cuando la glandula mamaria se
infecta, la répida afluencia de leucocitos polimorfonucleares provoca un aumento en el
RCS. Dentro del RCS en la leche prevalecen dos poblaciones celulares: leucocitos y
células epiteliales mamarias. Los primeros protegen contra las infecciones mamarias y se
agrupan en macrofagos, linfocitos y polimorfonucleares (PMN). Las células epiteliales
mamarias estdn presentes en menor cuantia en la leche. De modo general, en ganado
vacuno, se considera por debajo del limite permisivo de inflamacion cuando el RCS es
inferior a 250.000 cel/mL. De manera normal, la mayor parte de las glandulas de las ubres
poseen menos de 100.000 cel/mL (Blood et al., 1992). Segin De la Cruz et al. (1994), el
umbral propuesto en ovejas de raza Manchega, para discriminar ovejas con mamitis
subclinica, estd en 250.000 cels/mL, por debajo de este valor se consideran sanas y si el
valor es superior se consideran enfermas. En cambio, Arias et a/, (2012) establecieron un
umbral de 300.000 cel/mL para clasificar muestras individuales con alto o bajo RCS. Los
valores obtenidos por Marti de Olives et al. (2013) en glandulas sanas pertenecientes a la
misma raza, fueron inferiores a 71 cel/mL.

Leitner et al. (2001), en ovejas de raza Assaf, encontraron un RCS de 321 + 35x10°
cel/mL al principio de la lactacion en glandulas libres de infeccion intramamaria, siendo
significativamente menor que el registrado en glandulas infectadas (1.371 + 150x10° al

principio de la lactacién y de 2.129 + 374x10° cels/mL al final de la lactacion) con distintas

25



Estudio de la conductividad eléctrica de la leche de oveja Manchega como método de deteccion de mamitis

especies de ECN. Este RCS fue mayor que el observado en ganado vacuno infectado por
los mismos patogenos, por lo que el autor sugiere que la ubre de la oveja tiene una menor
resistencia y una respuesta inmunologica mayor para este tipo de microorganismos.

Pero el RCS de la leche de oveja, se encuentra influenciado por una gran cantidad de
factores no infecciosos (Gonzalo et al., 1994, Paape et al., 2001, Arias et al., 2012).
Gonzalo et al. (2002), en un trabajo realizado con ovejas de la raza Churra, observaron un
efecto significativo del rebafio, el estado de lactacion y el patdogeno causante de la
infeccion en el RCS, obteniendo un RCS de 77x10° cel/mL en animales sanos, y de
131x10%; 1.841x10° y 1005x10° cel/mL en animales infectados por patégenos menores,
patogenos mayores o ECN sensibles a la novobiocina, respectivamente. Arias et al. (2012),
en un estudio realizado a lo largo en doce afios en 156 ganaderias pertenecientes a la
Asociacion Nacional de Criadores de Ganado Ovino Selecto de raza Manchega
(AGRAMA) encontraron que el RCS varia en funcion de la edad de la oveja, nimero de
crias, el estado de lactacion, la sesion de ordefo, e incluso en las distintas estaciones el
ano. En ganado caprino, Diaz et al. (2011) también registraron variaciones del RCS en
funcion del estado de lactacion, el namero de parto, o la granja a la que pertenecen los
animales. En un estudio posterior realizado también en cabras Murciano-Granadinas, los
mismos autores registraron un incremento del RCS a medida que avanzaba el ordefio,
obteniendo una sensibilidad del 85% y una especificidad del 65% aplicando un umbral de
300.000 cel/mL en la tercera fraccion de ordefio, que se correspondia con la leche de
apurado. (Romero et al., 2012a). Las diferencias observadas en el RCS en funcion de la
fraccion de ordefio han sido observadas también en ganado vacuno (Bansal et al., 2005;
Lien et al., 2005) y en ganado ovino (Peris et al., 1991).

El incremento de células somaticas puede utilizarse como herramienta para el control
sanitario de la ubre de forma rutinaria. Los principales métodos instrumentales para la
medida del RCS en leche recomendados por la Federacion Internacional de Lecheria son el
método Coulter, Fossomatic y NIR (infrarrojo cercano). El método Coulter es un contador
electronico de particulas que presenta el inconveniente de inducir a error en las muestras de
leche de cabra, debido a que esta especie libera particulas citoplasmaticas de tamafo
similar a las células somaticas y que este método confunde con éstas (Maisi, 1990). El
método Fossomatic (método opto-fluoro-electronico) se fundamenta en la tincion del ADN
nuclear de las células somaticas con bromuro de etidio, formando un complejo que emite

una fuerte fluorescencia roja cuando se somete a la luz azul, que es registrada por el
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equipo. El andlisis de la leche mediante el infrarrojo cercano (NIR) se ha utilizado para la
deteccion de mamitis y para determinar la composicion de la leche. Este método ha sufrido
rapidos progresos en su tecnologia y tiene un bajo coste. Un estudio para calibrar los
sensores del NIR para medir RCS en ganado vacuno (Tsenkova et al., 2006) indico la alta
exactitud de este método. Wiedemann y Wendl (2004) obtuvieron una sensibilidad del
55% para un umbral de 200.000 cel/mL y del 71% para un umbral de 500.000 cel/mL con
una especifidad del 95%, combinando la reflexion espectral de la luz roja (620 -700nm)
con la conductividad eléctrica (CE) de la leche. El uso de este método combinado supuso
un incremento del 10% de sensibilidad sobre los resultados de los métodos por separado.
Asi mismo, la medida de las variables en las primeras fracciones de la leche de cada
cuarterdn era esencial para ambos métodos.

Existen en el mercado contadores portatiles de células en leche, que permiten el
analisis de RCS en la misma explotacion ganadera. Un ejemplo es el Lactoscan, que realiza
el conteo por fluorescencia. El contador DCC de DeLaval estd formado por un lector y
unos viales en los que se introduce la muestra de leche a analizar (60uL) y que contienen el
reactivo necesario, de forma que al entrar en contacto con la leche se produce la tincién del
ADN nuclear, emitiendo una luz fluorescente de intensidad proporcional al numero de
células tefiidas. Estos viales se introducen en el lector y éste traduce la sefal fluorescente
emitida en nimero de cel/mL. Gonzalo et al. (2006) evaluaron su comportamiento en leche
de ganado ovino, encontrando que los resultados eran adecuados si la leche era diluida
(1:1, ensayaron 3 diluyentes), pero los resultados del analisis directo de leche no fueron lo
suficientemente precisos, debido a la elevada cantidad de solidos presente en la leche de
oveja, por lo que concluyeron que no era adecuado para su uso directo, pero que podia ser
de utilidad si se empleaba la muestra diluida debido a que tiene un coste mucho menor que
los aparatos de laboratorio, su mayor rapidez de andlisis y de obtencion de resultados para
el ganadero y el bajo volumen de muestra necesario.

En la actualidad, se comercializan equipos capaces de analizar automaticamente el
RCS en ganado vacuno al mismo tiempo que las glandulas son ordefiadas. Es el caso del
contador de células OCC de DeLaval para robots de ordefio VMS, cuyo funcionamiento es

similar al contador de células DelLaval DCC.
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3.2.3. Variaciones en la composicion de la leche.

El estudio de algunos componentes de la leche, como son la lactosa y algunos iones,
sodio y cloro principalmente, pueden ayudar a la identificacion indirecta de la existencia o
no de mamitis, debido al efecto que la infeccion intramamaria tiene en su concentracion en
la leche (Ver apartado 2.4.2).

La lactosa puede ser identificada bien por los métodos oficiales (método oficial de la
Cloramina-T) o mediante métodos instrumentales (espectrofotometros de infrarrojo
cercano o medio).

Los cloruros se pueden determinar mediante pruebas muy especificas como la de
Jacquot y Leniz o la de Volhardt, o Mohr, o por medio de electrodos selectivos (Diaz et al.,
2003). Zafalon et al. (2005) estudiaron la sensibilidad que tenia la medicion del contenido
en cloruros en leche para la deteccion de mamitis subclinica en ganado vacuno. Emplearon
como umbral de discriminacion un contenido superior al 16% de cloruros (determinado
mediante la valoracion volumétrica del punto de viraje con nitrato de plata, utilizando
dicromato potasico) y obtuvieron unos resultados de sensibilidad y especificidad del 68,2%
y 77,7%, respectivamente para muestras infectadas con S. aureus y del 78,3% y 63,6%,
respectivamente, para muestras infectadas con corinebacterias.

La cuantificacion del contenido en sodio y potasio en leche puede ser un indicador
del estado sanitario de la glandula mamaria debido a los cambios que la mamitis provoca
en la relacion Na'/K'. En este sentido, Diaz et al. (2012) registraron un incremento
significativo del ratio Na'/K" en leche cabras con infeccion bilateral. Basdndose en los
cambios que la mamitis provoca en el contenido ionico de la leche, Mottram et al. (2007)

evaluaron un sensor basado en una matriz quimica, denominado “Electronic tongue”

(lengua electrénica), que era capaz de detectar iones cloruro, potasio y sodio liberados
durante la mamitis, ademéas de cationes y aniones orgédnicos e inorganicos. Con este sensor

podria obtuvieron una especificidad del 96% y una sensibilidad del 93%.

3.2.4.Variaciones en el pH de la leche.

La leche en condiciones normales tiene un pH que oscila entre 6,5 y 6,8, tendiendo a
la alcalinidad cuando es alterada por procesos mamiticos (pH>6,8). Estas variaciones de

pH pueden ser detectadas, a nivel de campo, mediante la utilizacion de tiras de papel
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indicador o discos impregnados de indicador. Esta prueba es orientativa, ya que son
muchos los factores ajenos al proceso mamitico que pueden alterar el pH normal de la
leche, como el estado fisioldgico, restos de antibioticos, etc.

En ganado vacuno, Holdaway et al. (1996) encontraron un incremento significativo
del pH debido a la infeccidon intramamaria, en las distintas fracciones de leche estudiadas.
También encontraron un efecto significativo de la fraccion analizada, siendo el pH mayor
en las fracciones de apurado que en los primeros chorros. Romero et al. (2010) clasificaron
muestras de leche de cabras Murciano-Granadinas para la elaboracion de queso fresco en
funcion de su CE. El pH se incrementd de forma significativa cuando la CE fue mayor de
6,2 mS/cm. Este incremento del pH y de la CE también fue acompanado de un incremento
del RCS. En ovino, Muelas et al. (1996) encontraron solamente diferencias significativas
en el pH (entre glandulas sanas y mamiticas), cuando el RCS era superior a 1 x 10’ cel/mL.
Fragkou et al. (2008) observaron un incremento del pH de la leche trancurridas 8h,
alcanzando el pH maximo (7,20) a las 12h de la inoculacion de las glandulas con

Manneheimia haemolytica, mientras en las glandulas control el pH fue inferior a 7.

3.2.5.Proteinas de 1a Fase Aguda (PFA).

Este método consiste en la determinacion de ciertas proteinas séricas cuya
concentracion varia en la leche, principalmente por el incremento de la permeabilidad
vascular de la barrera mamaria de los alvéolos que sucede durante el proceso mamitico.
Las PFA son producidas por los hepatocitos de los mamiferos como respuesta inespecifica
a una infeccidn, traumatismo o enfermedad, actuando de forma rdpida antes de que se
desarrolle la inmunidad especifica. En general, las PFA incrementan sus niveles en la
sangre con el proceso inflamatorio (PFA positivas), aunque algunas pueden descender
(PFA negativas). La produccion de PFA es inducida por las citoquinas (liberadas por los
leucocitos), como parte del funcionamiento de los mecanismos de defensa y reparacion del
organismo. Entre sus funciones estan la de opsonizacion de bacterias, activacion del
complemento, y un efecto quimiotactico sobre los leucocitos, entre otros. Las principales
PFA usadas para la supervision de la salud animal, y especialmente de la mamitis, son:
Haptoglobina, Amiloide-A sérico y Proteina C-Reactiva, pues presentan un incremento
mas pronunciado y mas rapido en la mayoria de especies. La albumina también ha sido

estudiada para la deteccion de mamitis, aunque no estd claro si la inflamacion provoca su
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incremento o lo contrario. Los métodos de determinacion de las PFA pueden clasificarse
en colorimétricos e inmunologicos. Los primeros se basan en el cambio de color que
algunas PFA producen en algunos sustratos debido a su actividad enzimatica. Los
segundos se basan en las reacciones antigeno-anticuerpo, empleando para ello un
antisuero, que en ocasiones no es especifico de la especie animal, incluso se emplean
algunos disenados para medicina humana.

La sintesis del Amiloide-A sérico puede ser provocada por diversos estimulos,
siendo estimulada por las citoquinas interleukina-1 e interleukina-6 (Alsemgeest et al.,
1995) y posteriormente vertido al plasma sanguineo. Su sintesis se realiza principalmente
en el higado, aunque han sido descritos otros tejidos como sintetizadores, entre ellos las
células epiteliales mamarias (McDonald ef al., 2001). La evaluacion de esta proteina para
la deteccion de mamitis se ha enfocado en ganado vacuno hacia su analisis en leche. Esta
PFA ayuda a provocar una respuesta del sistema inmunitario ante una infeccion, dafio
fisico u otro tipo de estrés, presentando la ventaja de que sus niveles aumentan de forma
mas rapida que el RCS, por lo que puede ser ttil como método de deteccion temprana de
mamitis (Whyte et al., 2004). Gronlund et al. (2003) observaron que el Amiloide-A
incrementaba tras la induccidon de una infeccion aguda con S. aureus tanto en la leche de
las glandulas infectadas (61,8 mg/L) con respecto a las sanas (1,0 mg/L), como en el suero
de los animales infectados (376,9 mg/L) respecto al de los sanos (2,82 mg/L) para
descender a niveles previos a la infeccion cuando la infeccidon se hacia cronica. Nielsen et
al. (2004) al comparar los niveles de Amiloide-A sérico en leche y suero en vacas sanas,
con mamitis y con inflamacién no mamaria encontraron que la mamitis provocaba un
incremento de esta proteina tanto en la leche como en el suero sanguineo. Asi mismo,
observaron que para producir un incremento en la leche debia existir un patdégeno en la
glandula mamaria, y que debido a su relacion con el RCS el contenido en leche del
Amiloide-A puede ser un indicador de la severidad de la infeccion. De manera similar,
O’Mahony et al. (2006) encontraron una elevada relacion del Amiloide-A de la leche con
el RCS (0,740 y 0,758), tanto para animales con niveles de Amiloide-A en suero altos
como bajos (inferiores o superiores a 10.000 ng/mL, respectivamente). Ademas,
propusieron un umbral conjunto de RCS superior a 150.000 cel/mL y concentracion en
leche de Amiloide-A superior a 800 ng/mL para la detecciéon de mamitis, encontrando una
sensibilidad y especificidad muy elevadas (79,3-81,6% y 69,7-58,6%, respectivamente).

Sin embargo, observaron que en los casos en los que el contenido en sangre era elevado,
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también lo era en la leche, pero no sucedia asi con el RCS, concluyendo que existia la
posibilidad de que el Amiloide-A de la leche provenga mayoritariamente del flujo
sanguineo y que el RCS puede no elevarse en algunos casos de mamitis subclinica. Kalmus
et al. (2013) observaron un incremento del Amiloide-A en muestras en las que se identifico
ADN de E. coli o Streptocococ dysgalaxia por PCR. En cambio en las muestras en las que
se identific6 ADN de Coryniobacterium bovis o SCN, registraron una concentracion menor
de Amiloide-A comparada con la registrada en muestras en las que estas especies no
fueron identificadas.

En el caso de la haptoglobina, Gronlund et al. (2003) observaron que incrementaba
tras la induccién de una infeccion aguda con S. aureus en el suero sanguineo de las vacas
infectadas (945,5 vs. 52,5 mg/L, respectivamente) para descender a niveles previos a la
infeccion cuando la infeccion se hacia cronica (83,2 mg/L). Sin embargo, en el caso de la
leche no observaron diferencias significativas, aunque si una tendencia a aumentar en las
glandulas con infeccion aguda (40,3 mg/L) con respecto al resto (sanas y con infeccion
cronica). Nielsen ef al. (2004) encontraron que en presencia de mamitis, se elevaba su
concentracion en suero sanguineo y en leche. Asi, en leche la concentracion se elevaba a
medida que lo hacia el RCS, por lo que puede ser un buen indicador de la severidad de la
infeccion. Kalmus et al. (2013) concluyeron que la concentraciéon de haptoglobina esta

relacionada con la presencia de ADN de agentes patdgenos en leche.

3.2.6.Determinacion de la enzima N—acetyl-B—D—glucosaminidasa (NAGasa).

Como se ha visto en el apartado 2.4.2, la infeccion intramamaria provoca un
incremento de la NAGasa, por lo que su medida puede ser un buen indicador de mamitis.
Pyorala (2003) va mas alld, proponiendo su cuantificacion como un parametro para el
seguimiento de mamitis subclinica, junto con la conductividad eléctrica y la lactosa, en vez
del RCS.

Welbeck et al. (2011) desarrollaron un biosensor para su determinacion en leche, con
el que obtuvieron un limite de deteccion de 1ug/mL, aunque los autores concluian que eran
necesarios mas estudios porque los niveles en leche de NAGasa tanto en vacas sanas como

enfermas fueron superiores a la capacidad de deteccion del biosensor.
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3.2.7.Medida de la Conductividad Eléctrica (CE) de la leche.

La determinacion de la CE en la leche es considerado como el método indirecto de
diagnostico de infecciones intramamarias de mayor aplicacion practica en las
explotaciones de ganado vacuno, pues, a diferencia del RCS y del CMT, puede
automatizarse a nivel de la maquina de ordefio (Nielen et al., 1992). Dado que es la

variable objeto de estudio en esta Tesis se desarrolla ampliamente en el siguiente apartado.

4. LA MEDIDA DE LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA COMO METODO DE
DETECCION DE MAMITIS. FACTORES DE VARIACION.

La conductividad eléctrica (CE) es la medida de la capacidad de un material o de una
solucién en particular para conducir la corriente eléctrica, y depende, por tanto, de la
naturaleza del material y de la concentracion y movilidad de los iones de las soluciones,
siendo la unidad de medida los mili Siemens por centimetro (mS/cm). La CE de la leche
depende en mas del 60% de su contenido en sales disueltas, de la naturaleza de las mismas
y sus interacciones (Schulz y Sydow, 1957), de este modo, los constituyentes de la leche
(grasa, proteina y lactosa) ejercen una influencia moderada, si se compara con las sales
inorganicas (Ruegg et al., 1980). La capacidad de la CE para la deteccion de mamitis se
basa en que cuando la gldndula mamaria se inflama, la barrera sangre-leche se rompe
destruyendo los sistemas activos de bomba de iones que pierden su permeabilidad y crean
compuestos en el fluido extracelular, tales como iones cloruro, sodio, hidrégeno, potasio e
hidréxido, para entrar en la glandula y mezclarse con la leche (Zhao y Lacasse, 2008). Esta
pérdida de la permeabilidad capilar de la sangre da como resultado un cambio en la
concentracion de diversos componentes de la leche.

Dado que el tejido secretor esta dotado de diversos sistemas que ayudan a mantener
la diferencia de concentracién de iones (principalmente Na’, ClI” y K") que existe entre la
sangre y la leche y que la leche es iso-osmética con la sangre, las células secretoras de la
glandula mamaria estabilizaran la presion osmética (Linzell y Peaker, 1971). Los sistemas
de transportes activos y pasivos en las células secretoras de la glandula mamaria mantienen
la relacion Na'/K " en la leche de aproximadamente 1:3, mientras que es 30:1 en el fluido

extracelular o en la sangre. Hamann y Zecconi (1998) encontraron que la mamitis provoca

32



1. Introduccion

una modificacion en los componentes mayoritarios de la leche: calcio, fosforo y potasio
disminuyeron, aumentando la concentracion de sodio y cloruros.

La CE de la leche en vacas se encuentra normalmente entre 4,0 y 6,0 mS/cm, aunque
se ha constatado que en animales afectados por mamitis clinica y subclinica es mayor que
en animales sanos (Nielen et al., 1992; Hamann y Zecconi, 1998; Norberg et al., 2004a) ya
que la leche de glandulas infectadas es mejor conductora de la corriente eléctrica debido al
incremento de los iones Na' y CI” y a la reduccién en el contenido de iones K y lactosa
(Kitchen, 1981).

En ovino los valores de CE suelen variar entre 2,6 y 7,6 mS/cm (Moélnar y Kukovics,
1993). Caria et al. (2016) registraron una CE media de 4,73 mS/cm en ovejas Sarda,
afirmando que este valor fue superior a los registrados por Serra et al. (1997) en ovejas de
la misma raza. Peris ef al. (1989) encontraron en ovejas Manchegas libres de mamitis un
valor medio de 4,4 mS/cm, y unos valores extremos entre 9,5-10,5 mS/cm en la leche
procedente de animales con infeccion intramamaria. Peris et al. (1989), propusieron dos
umbrales para la deteccion de mamitis. Uno de ellos, consistia en que una glandula era
diagnosticada como mamitica si superaba el umbral absoluto de 5 mS/cm, con ello
encontraron una sensibilidad del 60,2% y una especificidad del 91,4%, con un porcentaje
de muestras clasificadas correctamente del 87,9%. El otro umbral consistia en que la
diferencia de CE entre las dos glandulas del mismo animal fuese superior a 0,3 mS/cm,
encontrando mejores resultados que con el anterior (70% de sensibilidad, 93 % de
especificidad y 89,1 % de muestras clasificadas correctamente).

La medida de la CE en leche se ve afectada por diversos factores, tales como la
temperatura, el contenido en grasa o la fraccion de la leche (Peris et al., 1991, Romero et
al, 2012), la raza (Hamman y Zecconi, 1998), los partos (Sheldrake et al., 1983), el estado
y numero de lactacion (Scharch et al., 2000; Norberg et al., 2004b; Diaz et al, 2011), el
intervalo entre ordefios (Fernando y Spahr, 1983), la composicion (Park, 1991; Das y
Singh, 2000; Mabruk y Petty, 2003; Diaz et al., 2011) los cambios fisioldgicos y los
factores relacionados con la condicion general del animal, como por ejemplo el estro
(Norberg, 2005; Sloth y Levendahl, 2004; Olechnowicz y Jaskowski, 2014). Estos factores
pueden clasificarse en intrinsecos (aquellos que dependen directamente del animal) o

extrinsecos, (los afectados por el manejo o circunstancias ajenas a la fisiologia del animal).
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4.1. FACTORES INTRINSECOS AL ANIMAL.

4.1.1.El propio animal.

Una propiedad que resulta beneficiosa para distinguir anomalias en la ubre es la poca
variabilidad en la CE de la leche de las glandulas de un mismo animal en condiciones
fisiologicas, tal como indicaron varios autores (Hillerton y Walton, 1991; Shoshani y
Berman, 1998). Segiin Hamann y Zecconi (1998), en ganado vacuno no existen diferencias
significativas en el RCS ni en la CE de la leche de glandulas libres de infeccion del mismo
animal, siendo similar la CE en las glandulas colaterales. Este aspecto ha sido corroborado
en caprino (Fernandes, 2002; Diaz et al., 2012). Es por esto que la lectura de la CE en
glandulas y, particularmente, la diferencia entre colaterales y/o el historial de cada
glandula, han sido empleadas entre otras variables, en los algoritmos de célculo para la
deteccion de mamitis en diversos estudios publicados.

Hillerton y Walton (1991) y Zecconi et al. (2004) observaron un efecto significativo
de la granja en la CE de vacas de la misma raza, al igual que Diaz ef al. (2011) en ganado
caprino. Shoshani y Berman (1998) encontraron que la mayor fuente de variacion en la CE
en rebafios manejados de forma similar era la diferencia entre animales. En este sentido, la
mayoria de algoritmos estudiados para la deteccion automatica de mamitis, introducen
también el historial de CE de las glandulas del animal, no realizdndose comparacion con el

resto de animales.

4.1.2.Raza.

La variabilidad genética entre razas es amplia, de modo que factores como la
produccion, composicion de la leche, resistencia a enfermedades, etc., pueden afectar a la
lectura de la CE (Hamann y Zecconi, 1998).

Park (1991) encontr6 diferencias en la CE entre las razas de cabras Alpinas
(francesas) y Nubianas (inglesas), siendo mayor en las primeras, ademas coincidid que
estos animales tenian un menor contenido en grasa y proteina. Del mismo modo,
Fernandes (2002) también encontré diferencias entre cabras Alpinas (6,71 mS/cm) y
Saanen (6,55 mS/cm) criadas en Sao Paulo, diferencias que también justifico por el

contenido en grasa (2,64 3,30 g/dL respectivamente), al igual que Das y Singh (2000),
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quienes también encontraron diferencias entre dos grupos de cabras cruzadas

(AlpinexBeetal y SaanenxBeetal).

4.1.3.Estado de lactacion.

Existen diversos factores fisioldgicos que afectan a la regulacién de la actividad
secretora de la leche a lo largo de la lactacion. Las alteraciones hormonales, la disminucion
de la presion intramamaria, la capacidad de circulacion de la sangre y la reduccion de la
estanqueidad del epitelio secretor debido a los cambios en las uniones impermeables entre
células, son las principales causas de los cambios en la composicion durante la lactacion.
Sin embargo, la presion osmotica mantiene un balance constante de sales (Hamann y
Zecconi, 1998). Debido a las alteraciones producidas en las uniones impermeables, se
producen cambios significativos en la concentracion de sales al principio y final de la
lactacion. Durante el periodo de secrecion de inmunoglobulinas, las bombas de sodio de
las membranas basolaterales pueden transportar a éstas a las membranas luminales. Las
bombas de sodio, ademas, transportan el sodio a la leche y potasio al fluido intracelular,
contribuyendo a una mayor CE. Ademas, al final de la gestacion, previamente al estro y/o
durante tratamientos con oxitocina, la barrera entre células que separa el intersticio y la
leche se debilita, abriendo un camino “paracelular” para la difusion pasiva de iones sodio y
cloruro hacia la leche a favor de gradiente de concentracion, aumentando su CE (Linzell y
Peaker, 1971). Al principio de la lactacién, las concentraciones medias de caseinas, Ca® y
Mg®" total soluble, Ca®" libre, el citrato total y soluble, el Na* total y el CI” total son altos,
mientras que la lactosa y el pH de la leche son mas bajos comparados con los valores en
mitad de la lactacion. Al final de la lactacién el Na' total, CI” y el pH de la leche son altos
pero la concentracion total de K es baja comparado con los valores a mitad de la lactacion
(Hamann y Zecconi, 1998).

En leche de oveja, Molnar y Kukovics (1993) no encontraron cambios significativos
en la CE a medida que avanzaba la lactaciéon. Das y Singh (2000) observaron una
disminucién de la CE en leche de cabra hasta la cuarta semana de lactacion, a partir de la
cual se producia un aumento. Fernandes (2002) encontr6 los valores mas altos de CE en el
segundo trimestre de lactacion, coincidiendo con una mayor produccion y los niveles mas
bajos de grasa. Ying et al. (2002) encontraron que la CE aumentaban a medida que

avanzaba la lactacion. En cabras Murciano-Granadinas, Diaz et al. (2011), registraron un
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aumento paulatino de la CE hasta el 5 mes de lactacion, y luego descendi6 ligeramente,
para volver a aumentar de nuevo en el séptimo mes. En vacuno, Rajala-Schulz ef al. (1999)
también observaron un aumento de la CE a medida que avanzaba la lactacion. Holdaway et
al. (1996) encontraron un incremento hasta el cuarto mes, para descender a partir de ahi y
volver a aumentar al final. Norberg et al. (2004b) encontraron un valor elevado al inicio
que disminuyd de forma rapida durante los primeros 50 dias para, a continuacion,
aumentar levemente hasta el final. A diferencia de los anteriores, Maatje et al. (1992) a
medida que la lactacion avanzaba, encontraron un continuo nivel decreciente de la CE de

la leche en glandulas sanas.

4.1.4.Celo.

El estro y las enfermedades sistémicas son factores del estado fisioloégico del animal
que influyen en la CE (Linzell et al., 1974). El celo puede provocar un aumento de la
actividad, de la temperatura, y un descenso en la produccion y en la ingestion. De igual
manera, la mamitis puede producir un aumento de la CE, la temperatura y una disminucion
en la produccién de las glandulas afectadas (Maatje et al., 1997).

El efecto de la mamitis puede diferenciarse del efecto del celo, pues éste afecta a
todas las glandulas por igual, mientras que la mamitis podria afectar a una o a varias
glandulas por separado. Asi, un modo de diferenciar si el aumento en la CE se debe al celo
o a la mamitis es, por un lado, mediante la comparacion de datos procedentes de glandulas
individuales respecto a sus colaterales; y por otro, el estudio de la evolucion historica,
siendo ambos utilizados en algunos de los algoritmos de célculo de los sistemas
automaticos de deteccion, ya que la mamitis afecta generalmente a 1 6 2 cuarterones y
raramente se produce en los cuatro a la vez (Maatje et al, 1992). En este sentido,
Lansberger et al. (1994) indicaron que vacas en las que se detectd un incremento de la CE
de la leche en las cuatro glandulas, o estaban en estro (temperatura elevada en el momento
de la lectura de CE) o tenian una glandula con mamitis clinica que afectaba a sus
colaterales. Por ello, la combinacion de la lectura automatica y procesado de la CE, junto
con la temperatura y produccion de leche permitid detectar y tratar mamitis severas
(Maatje et al., 1992). Por otro lado, la deteccion del celo, mediante otros métodos, por
ejemplo la utilizacion de podometros (sensores que detectan la actividad fisica del animal),

es una herramienta util para comprobar si la elevacion de CE de la leche se debe al estro.
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4.1.5.Numero de lactacion.

El efecto de la edad del animal, y concretamente el numero de lactacion, en la lectura
de la CE de la leche varia en funcion del estudio considerado. En vacuno Holdaway et al.
(1996) observaron que la CE aument6 significativamente con la edad del animal en uno de
los rebafios estudiados, mientras que en otro no tuvo un efecto significativo. Zecconi et al.
(2004) también encontraron un efecto significativo en el numero de lactacion (primiparas
frente a multiparas). Diaz ef al. (2011) registraron una CE similar entre cabras primiparas y
multiparas al inicio de la lactacion, pero la evolucion de la variable fue distinta a medida
que avanzo la lactacion; mientras que en cabras primiparas la CE oscil6 en torno a los 5,4
mS/cm a lo largo de toda la lactacion, en multiparas observaron un incremento
significativo de la variables a partir del tercer mes, registrando una CE de 6,03 mS/cm al
final de la lactacion. Romero et al. (2012a) también registraron una CE significativamente
superior en cabras multiparas (5,45 mS/cm) con respecto a las primiparas (5,07 mS/cm).
Por el contrario, Fernandes (2002) indic6 que la CE en leche de cabra tiende a disminuir a
medida que aumenta el nimero de lactacion. En primera lactacion la CE fue de 6,54
mS/cm y el contenido en grasa de 2,59 g/dL, mientras que en 5% lactacion la CE fue menor

(6,48 mS/cm) y el contenido en grasa mayor (3,75 g/dL).

4.1.6. Composicion de la leche.

) Grasa.

Uno de los factores que mas afectan a la medida de la CE es la concentracion de
grasa en leche. El modelo conceptual que explica esta afeccion, es el de esferas aislantes
empotradas en un medio conductor que reduce, junto con otros sélidos en la leche, la
seccion a medir. Por tanto, la grasa modula la medida de la conductividad del electrolito
base y contribuye a cambios en las medidas de CE durante el ordefio (Linzell et al., 1974).
En segundo lugar, los globulos de grasa, incrementan la distancia real en la migracion de
iones que tienden a cruzarse entre los dos electrodos (Prentice, 1962), no existiendo
relacion entre el tamaio del globulo graso y la CE. Prentice (1962) también indicd que la

presencia de grasa reduce la CE proporcionalmente al 1,5% de “fuerza” i6nica de la

37



Estudio de la conductividad eléctrica de la leche de oveja Manchega como método de deteccion de mamitis

fraccion de volumen de grasa libre presente. Mucchetti et al. (1994) concluyen que la grasa
disminuye la CE en leche en un 10% de su valor.

Molnar y Kukovics (1993) no encontraron relacion entre la CE y el contenido de
grasa en ovino. Sin embargo, Caria et al. (2016) obtuvieron una correlacion negativa y
significativa entre ambas variables (r = -0,216) en ovejas Sardas, de acuerdo con lo
expuesto por Peris et al. (1989), quienes afirmaron que, al estar la CE correlacionada
negativamente con el contenido graso, la lectura de la misma variard dependiendo de la
fraccion de leche empleada. Asi, en leche de repaso manual, con un contenido en grasa
mayor que la leche maquina o primeros chorros, la CE serd menor. Lien y Wan (2000) y
Bansal et al. (2005) también obtuvieron en vacas un porcentaje de grasa en la fraccion de
leche apurado significativamente mayor al porcentaje de leche maquina. Hillerton y
Walton (1991) observaron que los niveles de CE anormalmente altos en los cuatro cuartos
de algunos animales, en ausencia de infeccion, eran debidos a anomalias individuales en la
composicion de la leche, especialmente por un bajo contenido en grasa.

Los resultados encontrados en leche de cabra son diversos, y en algunos casos
contradictorios. Park (1991) encontrd una correlacion negativa y significativa r = -0,59
entre la CE y el porcentaje de grasa, también Ying et al. (2004) observaron una correlacion
negativa en dos razas de caprino, siendo r = -0,529 para la raza Saanen y r = -0,774 para la
Alpina. Diaz et al. (2011), también registraron una relacion negativa entre el contenido
graso de la leche y la CE aunque de bajo valor (Rzparcial =-0,01455). Por el contrario, Das y
Singh (2000) encontraron una correlacion positiva entre el contenido en grasa y la CE en

leche de vaca.

e Proteina.

La proteina impide la migracion de iones, y por tanto afecta a la lectura de la CE, de
forma similar a como lo hace la grasa. Woolford et al. (1998) asi como Das y Singh (2000)
en vacuno no encontraron correlaciones significativas entre el porcentaje de proteina y la
CE. Por el contrario, en caprino Park (1991) encontr6 una correlacion negativa
significativa entre la proteina y la CE (r = -0,62). Ying et al. (2004) en funcion de la raza
caprina estudiada, encontraron distintas correlaciones segun la raza: positiva para Saanen (r
= 0,288) y negativa Alpina (r = -0,285). Fernandes (2002) encontr6 una correlacion
significativa y negativa (r = -0,284) entre la CE y la proteina.
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) Lactosa.

La lactosa es el componente lacteo mas importante en la regulacion de la presion
osmotica de la leche; y su contenido, para una misma presion osmotica, es inversamente
proporcional a la concentracion del i6n cloruro (Hamann y Zeconni, 1998). El descenso en
la sintesis de lactosa debido a la mamitis, junto al de potasio, provoca el aumento de las
concentraciones de los iones sodio y cloruro con la finalidad de mantener la presion
osmotica adecuada, cuyo paso al lumen se ve favorecido por el deterioro de las membranas
de las células epiteliales de la glandula mamaria.

En ganado vacuno, Bansal et al. (2005) encontraron una correlacion elevada y
negativa entre la lactosa y la CE variando entre —0,62 y —0,66 segun la fraccion estudiada.
Fernandes (2002) encontrd una correlacion altamente significativa y negativa entre la CE y
la lactosa (r = -0,741) en caprino. Ying et al. (2004) encontraron menores correlaciones
negativas en la raza Saanen (—0,280) y en la Alpina (-0,239). Ferrero et al. (2014)
observaron una dependencia de la CE con la lactosa, ajustando la siguiente ecuacion:

y = -0.551x + 7,6661, en la que la variable dependiente (y) era la CE de la leche y la
variable independiente (x) fue la lactosa, obteniendo un alto coeficiente de regresién R*=
0,8854.

En ganado ovino, Molnar y Kukovics (1993) no encontraron relacion entre la CE y la
lactosa, la cual permanecid practicamente constante a lo largo de la lactacion. Das y Singh
(2000) observaron en cabras una relacion inversa en la evolucion de la CE y el contenido
de lactosa en leche. De acuerdo con estos trabajos, y también en ganado caprino, Diaz et
al. (2011) observaron una relacion inversa entre la lactosa y la CE, obteniendo una
Rzparcial=0,0299 cuando solo tuvieron en cuenta la macrocomposicion de la leche. Al tener
en cuenta en el modelo el contenido mineral de la leche, la lactosa no mostré un efecto
significativo en las variaciones de la CE, siendo el cloruro y el sodio los principales

componentes.
e Acido lactico.

El &cido lactico y las sales son importantes conductores, por lo que su presencia hace
que se incremente la CE. Sin embargo, la adicion del acido lactico en leche produce

cambios en el equilibrio de sales (tanto solubles como coloidales) causando, en segunda
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instancia, una disminucion de la CE. Una vez estabilizado el proceso, la CE aumenta de
forma leve. Esto es debido a que la leche tiene otras muchas sustancias solubles, algunas
de las cuales son conductoras, que incrementan la fuerza i6nica y viscosidad de la solucion
ante una bajada de pH, interfiriendo con las sales y disminuyendo, de este modo, su
potencial conductor. Estos procesos son denominados “sistemas amortiguadores citrato y
fosfato” y estdn presentes de forma natural en la leche. Este tipo de sistemas
amortiguadores estan compuestos de iones lactato, que contribuyen de forma positiva
aumentando la CE; y de iones fosfato, que lo hacen de forma negativa, disminuyéndola. El
empleo de los cambios en la CE para observar el desarrollo de bacterias productoras de
acido lactico en leche, permite una evaluacion global en la evolucién del estado de
diferentes “componentes de carga” durante la acidificacion de la leche (Mucchetti et al.,

1994).

° Tones.

El tipo y cantidad de iones presentes en la leche juegan un papel importante en la CE.
Las sales inorganicas disociadas son los principales componentes que afectan a la CE, de
forma que mas de un 60% de la variacion de la CE es debida a los iones cloro, sodio y
potasio (Hamann y Zecconi, 1998). Ademas, segin Puri y Parkash (1963) existe una
relacion lineal entre la CE y la concentracion del i6n cloruro. En ganado caprino, Diaz et
al. (2011) observaron que el mayor responsable de los cambios registrados en la CE de la
leche fue el 16n cloruro, con una Rzpamial = (,7796; cuando la R? del modelo fue de 0,91.
Fernandes (2002) encontrd una elevada correlacion positiva (r=0,60) entre la CE de la
leche de cabra y el contenido en cloruros, coincidiendo con lo obtenido por Fernando ef al.
(1985) en leche de vaca (1=0,84). Fernando et al. (1985), en ganado vacuno, obtuvieron
una correlacion elevada de la CE con el ion Na' (r = 0,84), y moderada y negativa con el
K" (r =-0,37). En ganado caprino, Ying et al. (2004) obtuvieron una correlacién més baja
de la CE con el i6n Na' (0,366 en Saanen, y no significativa en Alpina) y una correlacién
positiva de la CE con el K', también variable en funcién de la raza (r=0,199 en la raza
Saanen, y r=0,629 en la Alpina).
Debido a que la leche es iso-osmotica con la sangre, la CE puede variar con los

mecanismos de secrecion tratando de estabilizar el balance osmotico, como ocurre con la
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secrecion de lactosa, de este modo la CE se incrementa cuando aumenta el contenido

ionico (Fernando ef al., 1985).

4.2. FACTORES EXTRINSECOS.

4.2.1. Alimentacion.

En particular, la concentracion de proteina y grasa en leche estd influenciada por la
alimentacion y podria causar cambios en la CE de la leche, independientemente del estado
sanitario de las glandulas (Ruegg ef al., 1980). Sin embargo, Schams (1985), citado por
Hamann y Zecconi (1998), indica que no existe una relacion directa entre la alimentacion y
la CE ya que ésta no tiene efectos obvios en la concentracion de iones y lactosa en leche,

por lo que no hay una relacion directa entre alimentacion y CE.

4.2.2.Intervalo entre ordenos.

El intervalo entre ordefios puede llegar a variar en algunas horas para un mismo
animal, dependiendo de la frecuencia de ordefio, tamafio o manejo del rebafio. Diferentes
intervalos pueden influir sobre la composicion de la leche, y por lo tanto sobre la CE, esto
cobra mayor importancia en los sistemas automaticos donde el intervalo puede ser muy
variable, debido a que los animales acuden voluntariamente al box de ordefio.

Fernando et al. (1985) encontraron un efecto significativo del intervalo de ordefio sobre la
CE, los contenidos en cloro, sodio, potasio, lactosa y células somaticas para todas las
glandulas tanto infectadas como sanas, en vacuno. Los mayores valores de CE, cloruro,
sodio y RCS fueron encontrados para intervalos entre ordefios de 3 horas, estos valores
fueron mas bajos que con intervalos de 9 horas, incrementandose posteriormente a medida
que se elevaba el intervalo hasta 15 horas. Estos resultados son similares a los obtenidos
por Biggadike et al. (2002) quienes encontraron un efecto significativo del intervalo entre
ordefios con la CE de la leche glandular, y los de Hillerton y Walton (1991) que
observaron una mayor CE para intervalos de 15,5 horas respecto a 8,5 horas (5,4 frente a
5,1 mS/cm, respectivamente). Barth y Worstorff (2000) encontraron que los intervalos
entre ordefios de 12 horas provocaban lecturas mas bajas (6,4 mS/cm) que los intervalos de

4 y 8 horas (6,9 mS/cm). Zecconi et al. (2004) concluyeron que para la deteccion de
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mamitis es preferible el empleo de datos de CE del ordefio de la mafana al de la tarde,
incluso con igual intervalo entre ordefios. Debido a que obtuvieron mejores resultados de
sensibilidad en la mafiana que en la tarde (59,76% frente al 55,49%) y una especificidad

similar (48,49% frente al 49,61% respectivamente).

4.2.3.Fraccion de leche ordenada.

De forma general, la CE medida al final del ordefio es inferior a la registrada al inicio
del ordefio; Lien y Wan (2000) encontraron mayor CE en los primeros chorros que en
leche apurado en animales sanos. Peris et al. (1991) encontraron en ovino diferencias
significativas en la CE entre las distintas fracciones, siendo menor en la leche de apurado
que respecto en los primeros chorros o en leche maquina (3,83; 4,33 y 4,06 mS/cm,
respectivamente), afirmando que la variacion de la CE con la fraccion de ordefio analizada
se debia a que la leche apurado tenia mayor contenido en grasa que la leche maquina o los
primeros chorros. En la misma linea, pero en cabras, Romero et al. (2012a), registraron
una mayor CE en los primeros 100 mL (5,43 mS/cm) que disminuyo significativamente
conforme avanzaba el ordefio, siendo de 5,28 mS/cm en la leche maquina y de 5,07 mS/cm
en la leche de apurado, observando diferencias significativas entre la CE de glandulas

sanas e infectadas solo en la leche de apurado (5,01, y 5,14 mS/cm respectivamente).

Bruckmaier et al. (2004a) observaron en gldndulas infectadas una mayor CE en la
leche cisternal (6,62 mS/cm) respecto a la primera mitad de la leche alveolar (entre 5,80 y
6,02 mS/cm) y la residual (6,15 mS/cm), no obtuvieron diferencias significativas entre
fracciones en la leche de glandulas sanas, aunque la tendencia fue similar. Bruckmaier et
al. (2004b) y Lien et al. (2005) observaron que la CE en cuartos infectados era mayor al
inicio del ordefio (primeros 80 y 70 segundos, respectivamente) para descender de forma
rapida e igualarse con la conductividad de cuartos sanos. Este aspecto afectd al método de
deteccion de mamitis on-line, por lo que se optd por utilizar en el algoritmo de calculo los
valores maximos de CE, ya que ofrecian mejores resultados.Holdaway et al. (1996) no
observaron efecto significativo de la fraccion analizada sobre la CE, aunque la evolucion
fue distinta segtn si la leche procedia de glandulas infectadas o sanas, debido al efecto

significativo que provocaba la interaccion entre el estado sanitario y la fraccion. De este
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modo, la CE descendio a lo largo del ordefio en glandulas sanas, mientras que en las

infectadas la CE era mayor en la leche maquina y apurado que en los primeros chorros.

4.2.4.Manejo de las muestras.

La conservacion de la leche, tanto de oveja como de cabra, durante 48 horas tras su
extraccion a 4-5°C produce un aumento de la viscosidad, Ca soluble, Mg y P; y por tanto
su CE (El-Deeb y Hassan, 1989), pudiendo afectar a los resultados obtenidos si se varian

las condiciones de conservacion.

43. MODELOS ESTADIiSTICOS O ALGORITMOS DE CALCULO
EMPLEADOS PARA LA FORMACION DEL UMBRAL DE ALARMA PARA
LA DETECCION DE MAMITIS MEDIANTE EL EMPLEO DE LA MEDIDA
DE LA CE.

La correcta deteccion de mamitis por parte del ganadero in situ, es el principal
objetivo en el desarrollo de los sistemas de medicion automatica de CE. Para ello, debe
haber sido desarrollado previamente un modelo estadistico o algoritmo de calculo que sea
capaz de detectar si se ha producido con certeza algiin caso de mamitis, ademés de su
posterior validacion.

Muchos sensores “on-line” son capaces de recopilar una gran cantidad de datos
pudiéndose obtener muchas medidas por ordefio, incluso por glandula o durante muchos
ordefos. Estos datos por si solos no dicen nada, y deben ser procesados para generar
informacion. Antes de comenzar a construir un modelo es importante conocer las
caracteristicas de los algoritmos y elegir uno adecuado para el modelo propuesto en
particular, esto es esencial para optimizar y convertir los datos del sensor en valores que se
puedan interpretar y que puedan marcar una gran diferencia en el rendimiento del sistema
de sensores. La forma mas simple de procesar los datos es tomar el valor de salida del
sensor y compararlo con un valor umbral. Sin embargo, la mayoria de sensores on-line
miden de forma continua y los datos deben ser tratados previamente para generar un valor
final que pueda ser comparado.

Una limitacidon en el empleo de esta técnica en ovejas, es el hecho de que estos

animales tienen solamente dos glandulas mamarias, por lo que durante la construccion del
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algoritmo, cada glandula puede ser comparada solamente con su colateral, reduciendo el
poder del algoritmo y la significacion de los resultados. En cambio, en vacas, al tener
cuatro glandulas, cada una de ellas puede ser comparada con las otras tres.

Es deseable, que el modelo de deteccion tenga una alta sensibilidad, especialmente
para los casos mas graves de mamitis clinica. Asimismo, el modelo deberia tener un bajo
nimero de falsos positivos y falsos negativos. Un sistema con una gran cantidad de falsas
alarmas (falsos positivos) provocara un coste innecesario de tratamientos, mientras que si
se producen falsos negativos no se detectaran los animales enfermos, produciéndose
pérdidas econdmicas en la explotacion, que estaran asociadas a una baja producciéon y un
empeoramiento de la calidad y seguridad de la leche. Mollenhorst et al. (2012) realizaron
una encuesta a 139 ganaderos con sistemas de ordefio automatico en sus explotaciones,
concluyendo que prefieren un sistema que produzca un numero muy bajo de falsos

positivos, y a su vez sea capaz de detectar rapidamente los casos de mamitis mas severa.

4.3.1.Umbrales absolutos de CE.

Consiste en la definicion de unos valores umbral de CE por encima del cual se
sospecha que una o ambas glandulas de la ubre se encuentran infectadas. De ésta manera,
se crea una alerta cuando el valor medido es mayor al umbral de referencia.

Lien et al. (2005) estudiaron el comportamiento de dos algoritmos de calculo
basados en la lectura de CE de cuarterones en vacas. El primero consistio en establecer un
valor umbral absoluto (CE>5,54 mS/cm) a partir del cual se daba como infectado al animal
(RCS>500x10° cel/mL), se obtuvo una baja Se (33,3%) y una mas aceptable Sp (79,6%) a
pesar de haber adaptado el umbral a las caracteristicas del rebano. El segundo algoritmo se
baso en establecer un umbral que comparaba la lectura del cuarto con mayor CE y el de
menor lectura en la ubre para un ordefio dado (CEnax/CEmin=1,12). En este caso,
obtuvieron mejores resultados que con el primero (47,2% de Se y 81,7% de Sp).

Caria et al., (2016), en ganado ovino con un umbral de 4,835 mS/cm lograron
clasificar correctamente el 64,7 % de muestras cuyo RCS>700 x 10’ cel/mL en ovejas
Sardas. Peris et al. (1989), en ovejas Manchegas, propusieron dos umbrales para la
deteccion de mamitis. El primero, consistia en que una glandula era diagnosticada como
mamitica si superaba el umbral absoluto de 5 mS/cm, (Se=60,2% y Sp=91,4% con un

87,9% de muestras clasificadas correctamente). El otro umbral consistia en que la
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diferencia de CE entre las dos glandulas del mismo animal fuese superior a 0,3 mS/cm,
encontrando mejores resultados que con el anterior (70% de sensibilidad, 93% de
especificidad y 89,1% de muestras clasificadas correctamente).

En ganado caprino, Diaz ef al, (2011) propusieron una serie de umbrales absolutos de
CE para la deteccion de mamitis (5; 5,10; 5,20; 5,30; 5,40; 5,50; 5,60; 5,70; 5,80; 5,90 y
6,00 mS/cm), registrando distintas Se y Sp en funcion de la granja, pero en todas se
registrd un incremento de la Sp y una disminucion de la Se a medida que se incrementaba
valor umbral de CE. En un estudio posterior realizado también en caprino, Romero et al,
(2012a), estudiaron el uso de la CE para la deteccion de mamitis en funcién de la fraccion
de ordefio, concluyendo que los mejores resultados se dieron con un umbral de 5,20 mS/cm

(Se=70% y Sp=50%) independientemente de la fraccion de ordefio.

4.3.2.“Moving average” (media movil).

Es el método mas empleado y se basa en la comparacion para una misma glandula
del valor actual de CE con la media de los ordefios realizados con anterioridad, se debe
fijar un umbral de incremento de CE (CE actual-media moévil de CE) a partir del cual se
produce una alarma. El nimero de ordefios tenido en cuenta en el modelo y el umbral a
partir del cual la alarma se produce es variable seglin la bibliografia consultada, asi como
los resultados de sensibilidad y especificidad conseguidos. Mele ef al. (2001) en vacas,
emplearon datos de los 14 ltimos ordenos, y obtuvieron un 89% de sensibilidad y 88% de
especificidad en la deteccion de mamitis clinica y subclinica. Lansberger et al. (1994)
disefiaron un modelo en el que tenian en cuenta todos los ordefios desde el parto
ponderados, pero el 25% de sensibilidad y el 9% de especificidad obtenido no fue
satisfactorio, tal vez debido a que la comparacion se realizaba con la media movil del
cuarto con menor CE en lugar de compararlo con el mismo cuarto analizado.

Secchiari ef al. (1999) también en vacas propusieron distintos umbrales de alarma en
funcién del estado de lactacion. El 65% de sensibilidad obtenido no fue completamente
satisfactorio, sin embargo, el 99% de especificidad fue superior al conseguido por Mele et
al. (2001).

Cavero et al. (2006) estudiaron el comportamiento de varios algoritmos de calculo,
en el que dos de ellos estaban basados en el incremento de la CE de cada cuarto respecto a

la media mévil de ordenos anteriores. En el primero de ellos se trataba de la media movil
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de los ultimos 10 ordefios; el segundo la media movil de todos los ordefios realizados
durante la lactaciéon, pero dando mayor importancia a los valores mas cercanos en el
tiempo. Los resultados de sensibilidad y especificidad obtenidos con ambos algoritmos
fueron similares y variaron segin el umbral de incremento de CE fijado (3-15%) y la
definicion de mamitis (RCS >100 x 10° 6 >400 x10° cel/mL). En el caso de RCS>100 x
10° cel/mL, el mejor resultado se consiguié empleando un umbral del 7% de incremento
(84,7% de Se y 73,0% de Sp), mientras que para RCS>400 x10° cel/mL, el mejor resultado
se consiguido empleando un umbral del 9% de incremento (86,1% de Se y 81,6% de Sp).
Concluyeron que el algoritmo de la media movil que utilizaba los 10 ultimos ordefios
resultaba mas sencillo de aplicar y presentaba los mismos resultados que los otros
algoritmos estudiados.

Kamphuis et al. (2008) obtuvieron una sensibilidad del 80% para la deteccion de
mamitis clinica en vacuno formulando incrementos del 16% sobre la media mévil de 5
ordefios conjuntamente, o incrementos del 50% sobre el valor previo, aunque el valor
predictivo positivo (VPP) fue tnicamente del 6,9-11%, lo cual implica una alta proporcion
de falsos positivos.

Romero et al. (2014), en ganado caprino establecieron incrementos del 5, 10, 20 o
30% sobre la media movil de los ultimos 4, 8 o 14 ordefios. La sensibilidad obtenida al
aplicar los algoritmos a la medida de la CE fue muy baja, mejorando cuando se aplicaron
las distintas reglas a la relacion de la CE entre glandulas colaterales. Los autores
concluyeron que el funcionamiento de los distintos algoritmos depende del tipo de mamitis

presente en la explotacion y los dafios causados en la glandula

4.3.3.“Tracking Signal Method” (Método de seiial de buisqueda).

De Mol et al. (1999) utilizaron en vacas este método consistente en el andlisis de
series temporales combinado con el empleo de “filtros Kalman”. Este método predice un
valor tedrico normal a partir de datos de CE de ordefios anteriores teniendo en cuenta otras
variables: produccidn, temperatura, actividad fisica y cantidad de alimento concentrado
consumido. Una desviacion significativa del valor de CE detectado con respecto al valor
marcado, es el determinante que hace que salte la alarma. La especificidad conseguida con

intervalos de confianza del 95%, 99% y 99,9% fue muy elevada, (95%, 98%, 99%,
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respectivamente), asi como la sensibilidad, tanto para mamitis clinica (96%, 90%, 65%,
respectivamente) como para la subclinica (100%, 76%, 57%, respectivamente).

Empleando el mismo método en un sistema de ordefio automatico y, aunque las
variables que tuvieron en cuenta solamente fueron la producciéon y temperatura de la leche
e intervalo entre ordefios, De Mol y Ouweltjes (2002) consiguieron muy buenos resultados
para mamitis clinica (100% de Se y 99% de Sp). Estos resultados son similares a los
encontrados por Mele et al. (2001), quienes al comparar este método con el de la media
movil no encontraron diferencias entre ambos métodos tanto para mamitis clinica como
para subclinica. Incluso fueron ligeramente superiores en el caso de la Sp con el método de

sefal de busqueda (88% de Se y 97% de Sp).

4.3.4.“Neural network” (Red neuronal).

La técnica de las redes neuronales (RN) fue desarrollada en el campo de la
inteligencia artificial para emular las redes neuronales bioldgicas del cerebro humano
como un sistema de proceso de informacion. Las neuronas o nodos, se organizan en forma
de capas. En estas redes, hay una capa de entrada de nodos que se proyecta sobre la
siguiente capa de neuronas. La capa de salida genera una respuesta a una entrada dada.
Entre la entrada externa y la red de salida, existen una o mas capas intermedias 1lamadas
capas ocultas. La estructura de las capas ocultas puede variar en términos tanto en el
numero de capas ocultas como en el nimero de neuronas de la misma.

Cada nodo de las capas ocultas y de salida suma las senales ponderadas de los nodos
anteriores y una tendencia; a continuacion, la transmision de la sefial resultante para los
siguientes nodos proporciona una funcién no lineal llamada funcion de activacion.

Para su buen funcionamiento la red debe ser entrenada, y con este fin, pares de entradas y
salidas que ofrezcan informacion sobre el entorno de interés son dados a la RN en el set de
entrenamiento. El valor de salida calculado se compara con el requerido, entonces el
algoritmo probado interactiia ajustando la influencia de la conexion entre dos nodos o peso
sindptico y los sesgos de la red neuronal para minimizar la funcién de error dada entre la
respuesta deseada y la respuesta real de la red.

Cavero et al. (2008) utilizaron alertas de mamitis que fueron generadas mediante un
modelo de RN empleando la CE, la produccion, la velocidad de emision y dias de ordefio

como datos de entrada. Para una Se del 80%, la Sp varié entre el 51,1% y el 74,9%,
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dependiendo de la definicion de mamitis, con un porcentaje de error para la clasificacion
de las muestras entre el 51,3% y el 80,5%. Concluyeron que en su estudio el rendimiento
de las RN no fue satisfactorio, probablemente debido a la insuficiente informacion de
entrada relacionada con la mamitis.

Nielen et al. (1995a; 1995b) aplicaron un complejo método estadistico con redes
neuronales en la deteccion de mamitis clinica y subclinica. Se producia una alerta si se
superaba el umbral fijado al menos 6 veces en los ultimos 14 dias, compararon los
resultados obtenidos en funcion de si esos 14 dias comprendian hasta el ordefio anterior al
cuestionado, el actual o el siguiente. Obtuvieron un 77% de sensibilidad, mejor que si el
periodo de referencia incluia el dia siguiente, aunque llevaba asociado un pobre resultado
de especificidad del 69%. Ademas, presentaba la limitacion de que al intentar aumentar la
especificidad se reducia la sensibilidad. En mamitis subclinica los resultados fueron
similares (54% de Se y 92% de Sp).

Ankinakatte et al, (2013) ensayaron un modelo en el que emplearon la CE de la
leche, el RCS, la actividad de la lactato-deshidrogenasa y la produccion, disefiado de tal
forma que aunque alguna de las variables fallaba, el método podia seguir siendo utilizado.

Fijaron una Sp del 80%, con lo que obtuvieron una Se del 75%,

4.3.5.“Bayesian network” (Red Bavyesiana).

Las redes Bayesianas permiten diferentes estructuras graficas de distinta
complejidad. Las Naive Bayesian networks (redes Bayesianas simples (NBN)) son el tipo
mas simple de redes Bayesianas. En investigacion veterinaria, fue descrita, por ejemplo,
por Steeneveld et al. (2009). Una NBN consiste en una simple variable de salida que
representa las posibles clases de la variable dependiente de un estudio y de un conjunto de
variables caracteristicas que modelan los niveles de las variables independientes del
estudio.

Las NBN estan construidas normalmente a partir de datos que consisten en la
determinacion de las probabilidades a priori para la variable de salida y de la estimacion de
las probabilidades condicionales para las variables caracteristicas dadas las posibles clases
de la variable dependiente. En esencia, todas las variables caracteristicas disponibles
pueden ser incluidas en una NBN. Existen métodos, sin embargo, para la seleccion de

solamente aquellas variables caracteristicas que mejor discriminan entre las diferentes
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clases de una variable dependiente, anticipandose de este modo a un sobreajuste de datos
(Langley y Sage, 1994).

En el estudio realizado por Steeneveld ef al. (2010), se empled la wrapper-based
backward elimination (eliminacién hacia atrds basada en el reinicio) para seleccionar
variables caracteristicas apropiadas de todas las variables definidas. Emplearon una NBN
con el fin de discriminar entre VP y FP, las alertas fueron determinadas basdndose en la
CE, el color o ambas. Un total de 11156 ordefos tuvieron alertas para mamitis clinicas, de
las cuales 159 fueron VP y 10997 FP. En el caso de las mamitis clinicas, obtuvieron un
70% de Se y un 97,8% de Sp, pero con un escaso valor predictivo positivo (1,4%), por lo
que se estaria generando un gran porcentaje de falsas alarmas.

Fosgate et al. (2013), utilizando también un modelo basado en una red Bayesiana
para el célculo de la especificidad y la sensibilidad del método, obtuvieron una Se=89,9%

y Sp=86,8% con un punto de corte de la CE (medida a través de la resistencia) >25mQ/cm.

4.3.6.Otros métodos.

Varios autores han estudiado el comportamiento de algoritmos de calculo, en los que,
generalmente, se han comparado las lecturas de CE entre las distintas glandulas del mismo
animal.

Maatje et al. (1992 1997) desarrollaron un método en el que se comparaba la lectura
de CE individual con la media de los 6 ultimos dias en el cuarteron con menor valor.
Comprobaron diferentes umbrales y realizaron modificaciones del modelo original,
logrando resultados excelentes para mamitis clinica cuando se empleaba como umbral un
incremento del 20% (la Se fue del 100% y 95%, para los dos experimentos realizados,
respectivamente). En el caso de mamitis subclinica, la alarma saltaba si ese umbral se
superaba en dos ocasiones durante los ultimos 6 ordefios, concluyendo que el empleo del
umbral del 20% no era satisfactorio (solo obtuvieron un 50% de Se) mientras que el
sistema si que resultaba til si se empleaba el umbral de 10% (100% de Se).

Hovinen et al. (2006) comprobaron el funcionamiento de dos sistemas instalados en
“robots de ordefio” de granjas comerciales de vacuno para la deteccion de mamitis
(definida como glandulas con RCS >200x10°, >400x10° 6 >1000x10° cel/mL). Uno de
ellos estaba basado en la medicion de la CE en la ubre y el analisis del incremento en cada

cuarto con respecto a la media de los cuatro cuartos del animal. El otro sistema ensayado
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también se basaba en la comparacion de la CE entre cuartos, pero calculaba el incremento
entre el cuarto con CE maxima y el de CE minima del mismo animal. En ambos sistemas
los resultados de especificidad fueron satisfactorios (entre el 87,3 y 100%, siendo mejores
en el segundo sistema), no sucedid lo mismo con los valores de sensibilidad que variaron
entre el 8,8 y 42,9% en el primer sistema y entre 4,9 y 30,4% en el segundo. Comparando
ambos sistemas, los mejores resultados se obtuvieron en el primero y, dentro de este,
cuando se utilizaban dos umbrales de alarma, uno con un incremento del 15%, no teniendo
en cuenta datos <3,8 mS/cm, y el otro igual al anterior pero descartando datos <3,3 mS/cm
(con el mismo resultado), mientras que los peores se obtuvieron en el segundo sistema
donde se utilizé un umbral de alarma en el que se debia producir un incremento de al
menos el 20% durante dos ordefio seguidos juntamente con que la media de dicho
incremento de los tres ultimos ordefios también fuese del 20%.

Zaninelli et al. (2015) evaluaron el uso del andlisis del espectro de Fourier de la
lectura on-line de la CE de la leche glandular como método de deteccion de mamitis,
concluyendo que en las glandulas mamiticas la CE presenta fluctuaciones mas lentas y una
tendencia irregular, por lo que los picos de frecuencia obtenidos mediante la transformada
de Fourier podrian ser usados como indicadores de mamitis y ser incluidos en el disefio de
algoritmos para la detecciéon de mamitis mediante la lectura de CE on-line. Posteriormente,
Zaninelli et al. 2016 incluyeron estos picos de frecuencia en un modelo basado en la l6gica

difusa (“fuzzy logic”) llegando a obtener una Sp=78% y una Se=80%.

4.4. DISPOSITIVOS PARA LA MEDIDA DE LA CE ON-LINE.

La CE es el indicador empleado mas comtn y ampliamente estudiado para detectar
mamitis clinica y subclinica en los actuales modelos utilizados en sistemas de ordefio
automatico. Comparado con otros pardmetros de la leche, la CE presenta la ventaja de que
puede ser medida de forma automatica mediante electrodos incorporados a la unidad de
ordefo. La mediciéon de éste parametro puede convertirse en una sefial legible por el
ordenador y, por lo tanto, facilmente aplicable para el control automatico en linea del
estado sanitario de la glandula mamaria, pudiendo ser instalado en la unidad de ordefio
(Pyorélad, 2003). Gracias a su simplicidad técnica y bajo coste es un método facilmente
aplicable on-line. Por ejemplo, Ferrero et al. (2014) estudiaron un prototipo con el que se

obtuvo una alta sensibilidad y su coste rondaba solo los 20 dolares.
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Los sistemas automaticos que registran la CE de cada glandula se encuentran
ampliamente diseminados en muchas granjas de vacas en Europa y en los Estados Unidos,
mientras que similares sistemas para ovejas y cabras lecheras son de introduccion tardia y
aunque todavia no se han extendido a nivel de granja (Tangorra et al., 2010) hay algunos
autores que ya han trabajado con prototipos y algoritmos para la deteccidon mediante la

medida de la CE en ganado caprino (Romero et al., 2012; Zaninelli et al., 2015).

4.4.1. Conductimetros empleados en laboratorio.

Existe una amplia variedad de modelos de conductimetros que pueden ser utilizados
en diferentes disoluciones, ya que algunos pueden llegar a tener hasta cuatro rangos de
medida. Debido a ello, en la eleccion del aparato se debera tener en cuenta la naturaleza de
la disolucion que va a ser analizada, sus caracteristicas (corrosiva, alimentaria, etc.) y los
rangos de CE en los que se va a trabajar (baja, media, elevada).

La mayoria de conductimetros quedan englobados en dos rangos de medicion, de 0 a
1999 puS/cm y de 0 a 1999 uS/cm. Ademas existen otros dos rangos de medicion mas
amplios de 0 a 6000 pS/cm y de 30 a 50000 pS/cm. Estos ultimos son empleados en
soluciones con altas concentraciones de solidos disueltos. Pero a la hora de elegir el
conductimetro apropiado, no solo hay que basarse en el rango de medicion, sino que hay
que basarse también en la resolucion y la precision del equipo, asi como la posibilidad de
calibracion. La resolucioén de un conductimetro es la minima unidad de CE que es capaz de
diferenciar y por tanto de leer, de manera que sera considerada una alta resolucidon cuanto
menor sea esa unidad de diferenciacion. Depende del rango de medicion del
conductimetro, de manera que a rangos mas amplios, la resolucion del aparato serd menor.

Una de las caracteristicas que pueden presentar los conductimetros es la
compensacion o correccion de la lectura seglin la temperatura. Esto se debe a que la CE se
incrementa con la temperatura, y al mismo tiempo se ve afectada por el tipo, nimero de
iones y por la viscosidad de la solucion. Esta propiedad permite estimar la lectura de CE en
la solucion analizada como si estuviera a una temperatura dada. El aumento de la
temperatura en 1°C incrementa la CE de la solucion por término medio un 2-3% (Maron y
Prutton, 1972). La dependencia de la CE de la temperatura es expresada como un cambio
relativo por grados Celsius a una temperatura puntual. Para soluciones idnicas comunes,

este valor se encuentra alrededor del 2%/°C, mientras que para soluciones acidas, alcalinas
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y concentradas de sal presentan valores mas bajos, 1,5%/°C. Esta propiedad de los
conductimetros evita el inconveniente de que una pequefia diferencia en la temperatura
provoque un gran cambio en la CE, pudiendo confundirse el efecto de la temperatura con
el de otro factor que se quiera analizar.

La compensacion de la temperatura puede ser manual o automatica, y algunos
conductimetros ofrecen ambas posibilidades. En ambos tipos, la temperatura de la solucion
puede oscilar de 0 a 50°C y el coeficiente de temperatura varia entre el 2 y el 2,5%/°C. Las
lecturas de las mediciones suelen estar normalizadas a 25 6 20°C, siendo esta ultima menos
empleada. Para que la compensacion de temperatura pueda ser realizada debe llevar
incorporado un sensor de temperatura (ATC) que determine la temperatura real y asi, sea

posible recalcular la CE segtn la temperatura y el factor de compensacion.

e Tipos de sondas de conductividad eléctrica.

La lectura o detecciéon de la CE de una soluciéon se realiza mediante sondas, que
pueden ser conductivas o inductivas.

Los electrodos de las sondas conductivas estan fabricados en platino o en acero
inoxidable y pueden llevar un sensor interno de temperatura, cuyo rango de medicidn varia
de —50 a +250°C. Ademas, suelen ofrecer un disefio con forma de puntas afiladas que
permite obtener rapidos tiempos de respuesta en condiciones de altas temperaturas (hasta
250°C).

Por otro lado, las sondas inductivas estan basadas en el principio de induccion, en el
que los anillos primarios aplican una corriente alterna e inducen un campo eléctrico en la
solucion que provoca una caida de tension medida en los anillos secundarios. Esta caida de
tension es proporcional a la conductividad de la solucion. Este sistema posee ventajas
sobre el sistema anterior, ya que proporciona lecturas lineales a lo largo de un amplio
rango, no presenta polarizacion ni descomposicion del electrodo, y no necesita limpiezas
exhaustivas. Ademas no requiere recalibraciones ni cambios de sonda frecuentes. Estas
sondas suelen ir recubiertas de materiales que evitan su contacto directo con la disolucion a
analizar y protegen a los anillos del deterioro (materiales corrosivos: acidos, basicos, etc.).

Los electrodos de las sondas conductivas estan montados en cuerpos de cristal o PVC
para evitar su deformaciéon durante la manipulacioén, y presentan problemas debido al

deterioro de los electrodos (polarizacion y descomposicion). En la Figura 1.12 se puede ver
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un ejemplo de sonda conductiva construida en el laboratorio por Ferrero et al. (2014). Esta
compuesta de dos electrodos de acero inoxidable con un area efectiva de 100 mm? y 10
mm de separacion. Por el centro de los anillos pasa un cable coaxial cuya malla se suelda a

uno de los anillos, y el cable interior al otro anillo.

Figura I.1. Sonda de conductividad y temperatura (Ferrero et al., 2014).

Conductivity
probe

Temperature
probe

4.4.2.Conductimetros empleados en la industria.

En la industria son mas précticos los conductimetros inductivos especificos para
medir la conductividad en soluciones con particulas suspendidas (bebidas, alimentos, etc.)
debido a que se evitan los problemas por la descomposicion del electrodo a causa de la
naturaleza de la disolucion a analizar y las disoluciones de lavado. Ademads, presentan la
ventaja de poder recubrirse de materiales sanitarios que los hacen aptos para uso
alimentario

Los conductimetros que se pueden utilizar en el campo industrial tienen rangos de
medicion muy dispares, segun la aplicacién que se vaya a realizar (aguas, lodos, alimentos,
etc.). La precision de los conductimetros se encuentra entre el 1-2% del factor de escala (a
20°C) y la desviacion tipica oscila entre el 1-2% del factor de escala. La calibracién, al
igual que en los conductimetros de laboratorio, puede ser manual o automatica, y no

prevalece ninguno de los dos.
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e Equipos empleados para la medicion manual de la CE.

Son escasos los datos publicados sobre equipos utilizados en las granjas para la
medicion de la CE a nivel comercial, a pesar de ser una variable relativamente estudiada
para la deteccion de mamitis en ganado vacuno y empleada en robots de ordefio.

Estos dispositivos se emplean para detectar mamitis subclinica en su fase inicial e
indetectable visualmente. En general se basan en el analisis de los primeros chorros de la
leche de las glandulas, recogidos en un pocillo dispuesto en el equipo en el que se
encuentran los electrodos. A continuacion se citan algunos de ellos:

— El lector Draminski (Figura 1.2. A), se basa en la lectura de la resistencia eléctrica
(inversa de la conductividad). Seguya y Mansell (2000), comprobaron su funcionamiento
en vacuno con elevadas prevalencias de mamitis. La medida de la resistencia de glandulas
sanas o infectadas en algunos casos era similar, por lo que no se pudo distinguir con una
fiabilidad completa entre ellas.

— El Mas-D-Tec (Wescor, Logan UTA, USA) se basa en la conductividad de la muestra y
la observacion de dos criterios: CE mayor de 5 y la diferencia entre el valor maximo y el
minimo de glandulas del mismo animal (Figura I.2. B). Musser et al. (1998) probaron el
funcionamiento del equipo de acuerdo a los umbrales propuestos por el fabricante,
encontrando un 71% de FP y un 11% de FN.

— En un estudio llevado a cabo por Janzekovic et al. (2009) para detectar mamitis
subclinica en el que emplearon el dispositivo Mastitron LF 3000 (Figura 1.2.C) combinado
con lecturas de células somaticas, se encontrd que la fiabilidad de la medida de la CE para
el valor mas alto de 6,5 mS/cm fue del 80%. Ademas, al evaluar las diferencias entre
cuartos con diferencias superiores a 1 mS/cm también se confirmé la mamitis subclinica
con un 73,7% de fiabilidad.

— En un estudio llevado a cabo por Suarez et al. (2014) con cabras de la raza Saanen
(71,9%), y en menor proporcion Toggenburg (17,4%) y Alpina (10,7%), para detectar
mamitis subclinica, con el Milk Checker N-4L (Figura 1.2.D) obtuvieron una sensibilidad y
especificidad del 58% y 60% respectivamente.

— En el estudio llevado a cabo por Fosgate et al, (2013) en ganado vacuno, cuyos
resultados se mencionan anteriormente (Apartado 4.3.5.) utilizaron el Mast-O-Tec (Figura

1.2. E).
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Figura 1.2. Equipos manuales para la deteccion de mamitis mediante CE en leche en

granja.

A) Draminski (Polonia) B) Mas-D-Tec (USA)

C) Mastitron LF 3000 D) Milk Checker N-4L (Japén) E) Mast-O-Test, Durotec.

e Equipos empleados para la medicion automatica de la CE durante el ordeiio.

Los distintos métodos para la medida de la CE on-line difieren si la medicion se
realiza para la leche en su totalidad o si proviene de cada glandula. En el primer caso, la
sonda del sensor estd localizada en el tubo largo de leche, que estd antes de llegar al
medidor electronico, y en el segundo caso estd localizada en el tubo corto de leche. En
ambos casos los datos de conductividad se registran durante el ordefio, cuando la leche
circula a través de los tubos. Estos, son procesados en un ordenador central que utiliza un
modelo o algoritmo para detectar si la ubre o glandula son candidatos a estar afectadas por
la mamitis.

Con respecto a los equipos automaticos on-line, existe poca informacion sobre los
disefios debido a que en su mayoria estan protegidos por patente. En la Figura 1.3 (A)

podemos ver el medidor Afimilk (Afikim, Israel), que mide CE y producciéon por ubre a
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intervalos de 200 mL, siendo el primer medidor electronico de producciéon homologado por
el ICAR tanto para vacuno como para pequefios rumiantes y que ha sido empleado en
diversos estudios. Otros equipos, como en el caso del robot de ordefio “Leonardo”
(Wesfalia Surge GmbH) su sistema calcula la media generada a partir de valores maximos
grabados cada 200 mL.

Como se puede ver en la Figura 1.3 (B) Onyango et al. (1988) desarrollaron un
conductimetro que empleaba sondas toroidales, capaces de medir la conductividad sin
necesidad de entrar en contacto con la leche, por lo que evitaba los problemas derivados de
la degradacion de los electrodos u obstrucciones en el flujo de leche. Los toroides
consistian en un hilo conductor enrollado sobre un cuerpo en forma de anillo y recubiertos
por resina epoxi. Estos anillos se montaron alrededor del tubo por donde circulaba la leche
procedente de la glandula. A un toroide se le aplicaba una tension que inducia una
corriente electromagnética en la leche cuya amplitud dependia de la conductancia de la
misma. Esta corriente inducia a su vez una corriente electromagnética en el conductor del

otro toroide, la cual se media y se utilizaba para obtener la conductividad.

Figura 1.3. Equipos utilizados para la lectura de CE “on-line” en la sala de ordefio

(Romero, 2009).

A) Afimilk (Afikim, Israel) B) Onyango et al. (1988)
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En la Figura 1.4, vemos el sistema Afimilk MPC, que es a su vez un medidor de
produccion aprobado por el ICAR y un sistema de deteccion de mamitis mediante la

medida de la CE de la leche.

Figura I.4. Sistema Afimilk MPC. (www.afimilk.com)

1 3
4 6
7 9
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Otro equipo para la deteccion de mamitis on-line mediante la medida de la CE de la
leche es el MM27BC, de DeLaval. Este equipo también es capaz de detectar restos de
sangre en leche. E1 MM27BC est4 disefiado para ganado vacuno. Para ganado caprino u
ovino, la misma casa comercial dispone de un modelo similar, el MM25BC, pero no
detecta la enfermedad on-line.

Tangorra et al. (2010) y Zaninelli et al. (2016) utilizaron un juego de ordefio con las
pezoneras comerciales previamente modificadas, insertando en el fondo de cada una de
ellas un par de electrodos de acero que permitian la medida de la CE on-line por gldndula

(Figura L.5).

Figura L.5. Pezonera modificada utilizada para la medida de la CE on-line por

cuarteron (Zaninelli et al., 2016).
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4.4.3.Sensibilidad v especificidad de 1a CE en la deteccion de mamitis.

Existen una serie de opciones para la identificacion de la mamitis pero todas tienen
diferencias respecto a la precision (Se y Sp) y a los costes. El RCS asi como la CE y su
inversa (la resistencia) son los métodos méas comunes para la identificacion de la
inflamacion de la glandula. La dificultad en la estimacion del diagndstico de la sensibilidad
y la especificidad es la falta de un estdindar de oro o umbral para clasificar ganado que
tenga mamitis (Dohoo et al., 2011). Por otro lado, la Sp y la Se varian dependiendo del
algoritmo empleado, el tipo de mamitis detectada (subclinica o clinica), y el uso de
distintas combinaciones de variables (de Mol et al., 1999; Zecconi et al., 2004; Cavero et
al., 2006, 2007).

Cuando se hacen recomendaciones sobre una prueba de diagnostico, es importante
considerar las consecuencias de los falsos positivos y falsos negativos, ya que éstos estan
directamente relacionados con la sensibilidad y la especificidad. En el caso de la mamitis,
los costes de tratamiento o sacrificio de los animales infectados son factores importantes.
En general, si el objetivo es reducir la prevalencia de la infeccion sin eliminarla
necesariamente; la especificidad tiene prioridad. Sin embargo, si lo que se quiere es
eliminar la enfermedad, la sensibilidad deberia tener mayor prioridad que la especificidad
(Clements et al., 2003; Lafi, 2006; Nunes et al., 2008).

Hasta la fecha, la CE es el indicador mas comunmente utilizado en el control
sanitario on-line de la ubre. Los electrodos empleados son econdmicos y pueden ser
puestos en funcionamiento on-line tacilmente. Sin embargo, cuando la CE es usada para la
deteccién de infecciones en la ubre existe una alta variacion en la sensibilidad y la
especificidad de las pruebas que van desde el 28 hasta el 90% y del 92 hasta el 97%,
respectivamente (Wiedemann, 2004).

Sherlock et al. (2008) sefialaron que la especificidad para la clasificacion de cuartos
sanos es un indicador confuso en el rendimiento de la deteccion y sugirid el empleo del
porcentaje de éxito y el porcentaje de falsas alarmas. Esto fue demostrado en un estudio
llevado a cabo por Hovinen et al. (2006) para una compaifiia que fabricaba sistemas
automaticos de ordefio, donde la Sp para la CE fue bastante alta, pero el porcentaje de
falsas alarmas también lo fue (32 falsas alarmas/1000 vacas ordefiadas).

Un motivo para una baja Se, Sp, o ambas, puede ser la fuerte influencia de, por ejemplo, la

fraccion de leche, la viscosidad, la temperatura, y las condiciones técnicas sobre el

58



1. Introduccion

resultado de las medidas resultantes, lo cual subraya la necesidad de un procedimiento
claro y la calibracion del sensor (Hogeveen y Ouweltjes, 2002; Bruckmaier et al., 2004a).
La variacion de la CE durante el ordefio, por ejemplo, podria aportar informacién adicional
sobre el estado sanitario de los cuartos comparado con las lecturas absolutas o relativas
(Barth et al., 2000).

Fosgate et al. (2013) estimaron con un modelo Bayesiano la sensibilidad y la
especificidad de la CE en vacas (medida mediante la resistencia) llegando al 89,9 y 86,8%
respectivamente, con un valor de corte >25 mS/cm. La evaluacién de la CE y el CMT en
los rebafios muestreados por estos autores indican que la Se y la Sp de las pruebas
realizadas podrian ser adecuadas para emplearlas en tests in situ con el animal. Por su parte
Nielen et al. (1992), en un anterior meta-analisis estimaron la Se y la Sp de la CE en un
66% y 94%, respectivamente. Mansell y Seguya (2003) encontraron que la Se y la Sp de
un conductimetro portatil para la deteccion de mamitis subclinica fue del 51 y 71%
respectivamente. En otro estudio llevado a cabo por Steeneveld et al. (2010) usando un
sistema para medir la conductividad “on-line”, estimaron la Se y la Sp de la CE enun 70 y
98%, respectivamente, para la deteccion de mamitis clinica. En el mismo estudio, el
numero de falsas alertas positivas se redujo un 35%, y el 10% de los verdaderos positivos
no pudieron ser identificados.

Romero et al. (2012) obtuvieron una sensibilidad y una especificidad del 70% y 50%
respectivamente, para un umbral de CE de 5,20 mS/cm en leche de cabra. Para umbrales
altos de CE, la sensibilidad fue menor y el valor predictivo negativo disminuyo, debido al
gran numero de falsos negativos. Diaz ef al. (2011) analizaron datos de tres granjas de
cabras distintas e indicaron que para un umbral de 5,20 mS/cm las sensibilidades oscilaron
entre el 60 y 93% vy las especificidades entre 22 y 47% dependiendo de la granja
considerada.

Siguiendo en el ganado caprino, Zaninelli et al. (2014) empleando fuzzy logic,
encontraron una sensibilidad y una especificidad del 81 y 69% respectivamente. En un
estudio posterior, Zaninelli et al, (2016), utilizando un modelo basado en la légica difusa
(“fuzzy logic”) llegaron a obtener una Sp=78% y una Se=80%.

Norberg et al. (2004a) superviso diferentes medidas de CE en la leche de cuartos en
vacas de forma individual demostrando una deteccion de mamitis clinica con una Sp que

oscilaba entre el 91,9 y 98%, y una Se entre el 16,2 y el 47,9%.
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En un estudio sobre ovejas llevado a cabo por Barth et al. (2007) la CE media fue
baja, pero diferia significativamente entre el grupo de gldndulas con secreciéon normal y
con mamitis: 4,9 y 5,5 mS/cm, respectivamente. A pesar de que la comparacion de medias
mejord la especificidad de la prueba: 96,1% en la eleccion de 0,2 mS/cm como valor
limite, la sensibilidad empeor6 significativamente hasta el 35,3% y concluyeron que
aunque la CE puede ser empleada para controlar el estado sanitario de la ubre en ovejas
lecheras, debe llevarse a cabo sobre una base regular para lograr resultados fiables en el
rendimiento. Tambien en ovejas lecheras, Caria et al. (2016) lograron clasificar
correctamente el 64,7 % de muestras cuyo RCS>700 x 10° cel/mL con un umbral de 4,835
mS/cm.

Kamphuis et al. (2010) fueron capaces de disminuir el nimero de alertas de FP en
mas del 50 % con un modelo de arbol de decision a partir de datos recogidos por un sensor
capaz de medir CE y color de la leche. Manteniendo el nivel de Sp (97,9%) de los modelos
actualmente usados por estos sistemas. Para una Sp del 99%, fueron detectados el 40% de
los casos de mamitis clinicas.

Biggadike et al. (2002) obtuvieron una sensibilidad del 40% para un RCS>200 x10°
cel/mL. y una especificidad del 85 %. Cuando se increment6 el criterio para el RCS hasta
mas de 400 x 10°cel/mL., la sensibilidad y la especificidad se incrementaron hasta el 54 y
92%, respectivamente.

En otro estudio de campo llevado a cabo por Hovinen et al. (2006) con dos sistemas
de ordefio distintos, la Se para detectar cuartos mamiticos fue del 5 y 18% para RCS>200
x10°cel/mL. Y cuando las glandulas mamiticas se definieron como aquellas cuyo RCS
>1.000 x 10°cel/mL, la Se fue del 9 y el 43% dependiendo del sistema de ordefio
automatico. La Sp fue del 98 y 100% para el primer criterio de RCS y entre el 97 y el 99%
para el segundo, segun el sistema de ordefio empleado.

Dhakal et al., (2008) observaron que el mejor equilibrio entre Se y Sp para el diagndstico
de mamitis en bufala mediante la lectura de la CE se encontraba en un valor de corte de 3,7
mS/cm en el caso de mamitis subclinicas, pudiendo elevarse el umbral a 3,9 mS/cm para la
deteccion de mamitis clinicas, concluyendo que un valor absoluto de CE>4 y diferencial

>(,5 deberia ser considerado indicativo de mamitis subclinica.
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1. Introduccion

En general, la Se y la Sp cuando se emplean sensores deberian ser los principales
factores en la evaluacion, junto a las exigencias en calibracion y mantenimiento, duracion
del ciclo operativo, costes, y solidez. La sensibilidad y la especificidad son importantes
para asegurar la longevidad de las explotaciones agricolas, proporcionar listas de alerta

fiables, y para ser aplicables en los procesos de automatizacion (Hogeveen y Ouweltjes,

2002; Mottram et al., 2002).
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11. Objetivos

I1. OBJETIVOS.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral consiste en estudiar el uso de la
conductividad eléctrica de la leche (CE) como método automatico de deteccion de mamitis

durante el ordefio mecanico de ovejas de raza Manchega.
Para ello se han propuesto 4 objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto de distintos factores no infecciosos (estado de lactacion, nimero
de parto, sesion de ordefio y fraccion de ordefio) e infecciosos (estado sanitario de

las glandula mamaria) en la lectura de la CE de la leche (Ensayo 1).

2. Estudiar el empleo de umbrales absolutos de CE para discriminar el estado

sanitario de las glandulas mamarias (Ensayo 1).

3. Estudiar el efecto de la instauracion de la infeccion intramamaria en la CE de la

leche glandular y su evolucion en el tiempo siguiente a la infeccion (Ensayo 2).

4. Evaluar la capacidad de deteccion de mamitis de diversos algoritmos basados en
la medida diaria de la CE de la leche glandular utilizando un conductimetro de
laboratorio y un prototipo disefiado para la lectura automatica diaria de la CE de la

leche a nivel de glandula mamaria durante el ordefio mecanico (Ensayo 2).
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II1. Materiales y Métodos Generales

III. MATERIALES Y METODOS GENERALES.

En este capitulo se describe de forma general el lugar de realizacion de los dos
ensayos que componen la presente Tesis Doctoral asi como la metodologia empleada en el
analisis de las variables estudiadas.

El disefio experimental, procedimiento de toma de muestras, las variables analizadas
y el tratamiento estadistico realizado se describen en cada uno de los Ensayos. Si en algin
experimento fue necesario realizar alguna variacion respecto a estos materiales Métodos

Generales, se detallaré en el capitulo correspondiente.

1. LUGAR DE REALIZACION.

Los dos Ensayos se realizaron en las instalaciones de la Granja Docente y
Experimental de Pequefios Rumiantes de la Escuela Politécnica Superior de Orihuela de la
Universidad Miguel Hernandez (UMH). La granja cuenta con cabras de raza Murciano-
Granadinas y ovejas de raza Manchega.

Las instalaciones cuentan con dos patios de ejercicios a los que los animales tienen
acceso libre durante el dia. También dispone de una sala de lactancia artificial con
condiciones ambientales controladas y suelo enrejillado de PVC elevado de la solera, la
cual esta disefiada en pendiente para facilitar la evacuacion de residuos organicos y de dos
salas separadas del aprisco de las hembras, en las que se alojan los machos y la reposicion.

Dispone también de lecheria (provista de dos tanques de refrigeracion de 600 y de
850 L de capacidad), sala de maquinas y sala de espera-sala de ordefio, totalmente
separadas. La sala de ordefio es de tipo “Casse” con 2 plataformas, 12 plazas por
plataforma, un equipo de ordefio instalado en Linea Baja (LB) en una de las plataformas
que cuenta con 12 juegos de ordefio (con pezoneras intercambiables, para cabras u ovejas)
Top Flow (Gea Farm Technologies, Bonen — Alemania) (1x12x12) y otra en Linea Alta
(LA) que cuenta con 12 juegos de ordefio similares a los de la linea baja y ofrece la
posibilidad de ser utilizada en las 2 plataformas (2x12x12) (Figura III.1). Ambos equipos
han sido montados por la casa Gea Farm Technologies. Las dos plataformas disponen de
un amarre de salida rapida frontal. La sala cuenta con todos los automatismos necesarios
para realizar una gestion integral de la explotacion: medidores de flujo (Lactoflow, Gea

Farm Technologies, Bonen — Alemania) comandados por un programa informatico
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(DairyPlan, Gea Farm Technologies, Bonen — Alemania) y sistemas de lectura automatica
de bolos ruminales/crotales electronicos montados en unas mangas de manejo situadas a la

entrada de los amarres.

Figura III.1. Panoramica de la sala de ordefio utilizada en los experimentos.

El ritmo reproductivo de las ovejas fue de 1 parto anual, agrupdndose todas en un
solo lote productivo. Tras el parto, los corderos se mantuvieron con las madres durante 5
semanas (Figura IIL.2.). Cuando se destetaron, las madres se ordefiaron mecénicamente 2
veces al dia (8:00 h y 16:00 h). La rutina de ordefio empleada fue la de “puesta y retirada”
con repaso a maquina y sellado de pezones tras el ordefio mediante inmersion en una
solucion yodada. Los parametros de ordefio fueron 36 kPa de nivel de vacio, 180
pulsaciones por minuto y 50% de relacion de pulsacion. La dieta, consistente en 2,5 kg
diarios de mezcla “unifeed” y paja “ad libitum” se mantuvo constante a lo largo de cada

una de las lactaciones en las que se realizaron los experimentos.
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Figura III. 2. Ovejas Manchegas con sus corderos antes del destete.

La granja docente de la UMH cumple las normas sobre protecciéon de animales
utilizados en experimentacion animal y otros fines cientificos descritas en el RD 53/2013.
De igual forma, se realiza un seguimiento periddico, en colaboracién con la Unidad de
Analisis de Sanidad Animal de la Consejeria de Agricultura de la Comunidad Valenciana
del estado sanitario de las cabras (Tuberculosis, Brucelosis, AEC y Lengua Azul) y de las
ovejas (Tuberculosis, Brucelosis y Lengua Azul). De forma voluntaria se hace un
seguimiento de micoplasmas en leche de tanque. La Granja Docente cumple con los
criterios de Ecocondicionalidad y Bienestar Animal establecidos por la Generalitat

Valenciana para la obtencion de fondos publicos de ayuda a la produccion ganadera.

2.  VARIABLES ANALIZADAS.

Todos los analisis de las muestras de leche recogidas a lo largo de los experimentos,
asi como el posterior tratamiento y andlisis estadistico de los datos se realizaron en la
Universidad Miguel Hernandez, excepto el andlisis del Recuento de Células Somaticas que
se realizd en el LICOVAL (Laboratorio Interprofesional Lechero de la Comunidad

Valenciana).

2.1. Produccion.

La produccion de leche de cada glandula era determinada durante el ordefio
mecanico en los diferentes controles experimentales utilizando medidores volumétricos

(Figura IIL.3). En aquellos casos en los que la produccion glandular era inferior a la lectura
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minima del medidor, se echaba la leche en una probeta de 500 mL para medirla. Finalizado
el ordefio de cada glandula y medida su produccién, se cogieron las alicuotas de leche
necesarias y representativas del volumen total ordefiado para los analisis posteriores de las

variables descritas a continuacion.

Figura II1.3. A) Ordefio de las glandulas. B) Extraccion de la leche del medidor.

2.2. Composicion macroscopica y contenido mineral.

La composicién macroscopica (Grasa (G), Caseina (Cas), Proteina del Suero (PS),
Lactosa (Lac) y Cenizas (Cz)) se analizo mediante espectroscopia de infrarrojo medio
(Milko Scan FT 120; Foss, Hillered, Dinamarca) calibrado para leche de oveja (Figura
II1.4.), expresando los resultados en porcentaje sobre la materia humeda. De forma
periddica y a modo de comprobacion, se realizaron andlisis paralelos siguiendo los
métodos de referencia para G (método Gerber, norma FIL 105, 1981); Cas y PS (Norma
FIL 20B; 1993); Materia Seca (24h a 100+2°C), Extracto Seco Magro, Cz y Lac siguiendo
las normas del Ministerio de Agricultura (1974).
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Figura II1.4. Milko Scan FT 120.

El contenido en Na" y K* (mg/L) se determind mediante fotometria de llama (PFP,
JENWAY, Staffordshire, UK), mientras que para la determinacion del contenido de CI
(mg/L) se utilizé el método de Mohr adaptado para leche (AOAC, 1995), realizando los

andlisis siempre la misma persona para evitar el efecto del operario.
2.3. Recuento de Células Somaticas (RCS).

El analisis del RCS (x10° cel/mL) se realizé en el Laboratorio Interprofesional de
Leche de la Comunidad Valenciana (Espafia), mediante el método opto-fluorométrico
(Fossomatic 5000; Foss, Hillered, Dinamarca; Figura II1.5). Para ello, de la leche obtenida
de cada glandula se separé una alicuota de 30 mL a la que se afadi6 azidiol para su

conservacion y posterior envio al laboratorio.

Figura IIL.5. Fossomatic 5000.
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2.4. Conductividad Eléctrica (CE) de la leche.

Para la medida de la CE de la leche se utilizé un conductimetro de laboratorio (GLP
32, Crison, Alella, Espafia) con compensacion automatica de temperatura a 25°C (Figura
II1.6). La sonda era de tipo conductiva con dos placas de platino planas paralelas entre si
(Modelo 52-92, Crison Instruments, Alella, Espafia). La compensacion de la lectura a 25°C
se realizaba mediante una sonda de temperatura PT 1000 (Modelo CAT tipo Pt 1000,
Crison Instruments, Alella, Espafia). Este conductimetro era calibrado diariamente con

patrones 1413 uS/cm. y 12,88 mS/cm.

Figura II1.6. Conductimetro de laboratorio GLP 32.

2.4.1.Medida de la CE “on-line”.

Para la medida automatica de la CE se utilizd un prototipo intercalado en el tubo
corto de leche desarrollado en conjunto por investigadores del grupo de investigacion
“Genética, Bienestar, Calidad y Seguridad Alimentaria en Producciéon Animal” del
Departamento de Tecnologia Agroalimentaria e investigadores del Departamento de
Ingenieria de Sistemas Industriales, area de Ingenieria de Sistemas y automatismos de la
Universidad Miguel Hernandez.

El prototipo constaba de un conductimetro (modelo GLP31, Crison Instruments,
Alella, Espafia) con sonda de CE conductiva de anillos de platino modelo 52-93 (Crison
Instruments, Alella, Espafia) y sonda de temperatura integrada tipo PT1000, con un rango
de medicion de CE de 2 a 199,9 mS/cm y coeficiente de compensacion de temperatura del

2%/°C (la temperatura de compensacion era de 25°C) y un habitaculo fabricado en
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cianocrilato y metacrilato (Figura III.7), en el que se aloj6 la sonda de medicion. El
conjunto formado por la sonda y el habitaculo fueron intercalados en el tubo corto de leche
(Figura III. 8a), lo que permitia medir la CE de la leche glandular a medida que era
extraida.
Los habitaculos donde se ubicaban las sondas estaban provistos de tres orificios
cuyas funciones eran:
1) Permitir la entrada de la leche recogida por el tubo corto al mismo tiempo que era
ordefiada.
2) Permitir la evacuacion de la leche (o su acumulacioén si se cerraba la valvula con la
que estaba provisto).
3) Permitir la transmisién de vacio hasta las pezoneras y la extraccion de la leche

cuando se cerraba la valvula para acumular ésta en el interior del habitaculo.

Figura I1I. 7. Esquema del habitaculo del prototipo.

—
— | S—
——— /
i Nt
valvula manual

i

Las dimensiones de la camara de medicion eran de:
—45x25%25 mm (dimensiones interiores: longitud/altura/profundidad),

—y de 132x60x60 mm (dimensiones exteriores: longitud/altura/profundidad).

Para realizar las medidas de CE, se cerraba la valvula manual de la camara de
llenado hasta que ésta estaba completamente llena. A continuacion se abria la valvula para
permitir la evacuacion de la leche, cerrdndola seguidamente para provocar de nuevo el

llenado de la camara, repitiendo esta rutina hasta el final del ordefo de la glandula. El
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conductimetro recogia medidas de CE cada segundo, las cuales se volcaban a un ordenador
conectado a la sonda de medicion donde eran almacenados en archivos de texto por
separado segun el dia de toma de muestras, glandula ordefiada y tipo de ordefio (mafiana o
tarde) (Figura III. 8b). Los datos tomados por el prototipo eran grabados por el software
proporcionado por la empresa fabricante (Crison Instruments, Espafia) y almacenados en
formato texto, por lo que fue necesaria la transformacion a datos numéricos mediante el
empleo de la hoja de Calculo Excel (Microsoft Office, 2013). Posteriormente fueron
procesados mediante el software informatico MATLAB para obtener a partir de ellos un
valor diario para cada glandula y ordefio. Este valor tnico se obtuvo como la media de los
maximos locales de cada ordefio, siendo los maximos locales los valores de CE maxima
registrados en cada llenado de la cdmara de medicion a lo largo del ordefio de cada

glandula, valor correspondiente al momento de llenado méaximo de la camara.

Figura IIL.8. A. Ordefio de las glandulas y medida de la CE con el prototipo de

conductimetro para la medida on-line. B. Ordenador para la recogida de datos.

72



1II. Materiales y Métodos Generales

2.5. Analisis bacteriologico.

La recogida de muestras de leche para su analisis bacterioldgico se realizaba en cada
control antes del ordefio de la manana. Para ello, se limpiaba y desinfectaba el pezon con
etanol al 70% vy, tras desechar los primeros chorros, se recogia una muestra de leche en

tubos estériles para su posterior analisis.

Figura I11.9. Recogida de muestras para el analisis bacterioldgico.

Inmediatamente después de la recogida aséptica de la leche, se sembraron 20 pL de
leche por agotamiento bajo campana de flujo laminar en placas de Agar-sangre de oveja
(Biomerieux, Lyon, Francia) que fueron incubadas a 37°C. El recuento del crecimiento
bacteriano se realizé transcurridas 24, 48 y 72 h desde la siembra.

La clasificacion entre cultivo positivo o negativo se realizé teniendo en cuenta las
recomendaciones del National Mastitis Council (Harmon et al. 1990); se considerd que el
cultivo era positivo al observarse un crecimiento de al menos 5 unidades formadoras de
colonia por placa (u.f.c./placa), y negativo si no habia crecimiento o era inferior al valor
comentado transcurridas 72 h de la siembra. Los casos en los que se observo crecimiento
simultaneo de varias colonias se clasificaron como cultivos mixtos cuando se observaron
dos microorganismos de morfologia colonial diferente (mas de 5 u.f.c./placa de cada uno)
y su distribucion fue equitativa desde la zona de inoculacidn inicial y a lo largo de las

estrias de la siembra, sugiriendo la implicacion de ambos en la infeccion de la glandula. Si
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el crecimiento fue de tres o mas colonias distintas, el cultivo se clasifico6 como
contaminado.

En las muestras que resultaron positivas se aislaron los microorganismos y fueron
congelados en leche con glicerol al 2% a -4°C hasta la finalizacion de los experimentos,
momento en el que se realizd la identificacion del género bacteriano. Esta identificacion se
efectué mediante la tincion de Gram y la prueba de catalasa en aquellas colonias de
morfologia compatible con microorganismos Gram positivos. Por ultimo, en el caso de los
estafilococos se realizod la identificacion de la especie bacteriana mediante el empleo del kit
Apistah (Bio Merieux, Francia), mientras que los compatibles con enterobacterias se

identificaron mediante el kit BBL Enterotube II, (BD Diagnostic Systems, Alemania).

3.  DEFINICION DEL ESTADO SANITARIO DE LAS GLANDULAS.

Las glandulas fueron clasificadas en diferentes estados sanitarios, en funcion de los
resultados del analisis bacteriologico y el RCS. Las glandulas con analisis bacterioldgico
positivo en dos o mas controles seguidos se clasificaron como glandulas con mamitis
infecciosa cuando el RCS fue superior a 400 x 10° cel/mL, y glandulas con infeccion
latente cuando el RCS se mantuvo inferior a 400 x 10° cel/mL. Las glandulas en las que el
analisis bacteriologico fue negativo y el RCS fue inferior a 400 x 10° cel/mL se clasificaron
como glandulas sanas. No se observaron casos en los que el RCS fuese superior a

400 x 10’ cel/mL con analisis bacteriologico negativo.
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IV. FACTORES DE VARIACION DE LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA EN
LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS.

Con el objetivo de estudiar los factores de variacion que afectan a la CE de la leche
de las glandulas mamarias en ganado ovino como método de deteccién de mamitis, se

plantearon dos experimentos.

En el Experimento 1, se estudio el efecto de diversos factores no infecciosos (estado

de lactacion, sesion de ordefio, numero de lactacion y composicion de la leche) e
infecciosos en la CE. Este experimento ha sido publicado en la revista internacional
Journal of Dairy Science (Romero, G.; Roca, A.; Alejandro, M.; Muelas, R. and Diaz, J.R.
2017. Relationship of mammary gland health status and other noninfectious factors with
electrical conductivity of milk in Manchega ewes. J. Dairy Science, 100:1555-1567.
https://doi.org/10.3168/jds.2016-11544).

En el Experimento 2, se estudio el efecto de la fraccion de ordefio (primeros chorros,

leche maquina y leche de apurado) junto con el estado sanitario de las glandulas y el
numero de parto en la CE de la leche. Asi mismo, también se estudio la relacion de la CE
con la composicion de la leche (macrocomposicion y contenido mineral) y la relacion
existente entre la CE y el RCS. Este experimento ha sido enviado para su publicacion,
estando actualmente en fase de revision. (Roca, A.; Romero, G.; Alejandro, M.; Muelas, R.
and Diaz, J.R. Milk electrical conductivity in Manchega ewes: evolution throughout

milking and relationship with mastitis).
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IV. 1. EXPERIMENTO 1. RELACION DEL ESTADO SANITARIO DE LA
GLANDULA Y OTROS FACTORES NO INFECCIOSOS CON LA CE DE LA
LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS.

1. INTRODUCCION.

La mamitis en ovino lechero, tanto clinica como subclinica, produce pérdidas
econdmicas debido a la disminucion de la produccion y del rendimiento quesero (Leitner et
al., 2008). A todo esto, hay que sumar los gastos producidos por el coste de los
tratamientos, las pérdidas por los periodos de retirada de leche tras la aplicacion de dichos
tratamientos e incluso en algunos casos la mamitis produce la muerte del animal, o pérdida
completa de una o varias glandulas.

En ganado ovino, las pérdidas de produccion debidas a mamitis subclinicas puede
llegar a ser del 12,2% en rebafios con un 75% de glandulas infectadas, mientras que con el
mismo porcentaje de glandulas infectadas, las pérdidas en ganado caprino son solo del
2,3% (Leitner et al., 2008); la alteracion de la composicion de la leche y su consecuente
disminucion del rendimiento quesero también es mas acusado en esta especie que en
ganado vacuno o caprino (Leitner et al., 2011). Debido a ello, en ganado ovino es de gran
importancia el desarrollo de técnicas que permitan una deteccion temprana y eficaz de los
casos de mamitis, que ayuden a minimizar las pérdidas econdmicas que conlleva dicha
enfermedad.

La conductividad eléctrica (CE) de la leche durante el ordefio ha sido ampliamente
estudiada en ganado vacuno como meétodo de deteccion de mamitis susceptible de ser
automatizado, obteniendo en algunos casos altos valores de Se y Sp (92% y 93%,
respectivamente; Cavero et al., 2006).

En pequefios rumiantes son escasos los trabajos publicados acerca del efecto de la
mamitis en la CE de la leche, siendo algunos resultados contradictorios. En estudios
recientes realizados en cabras Murciano-Granadinas, Diaz et al. (2011) observaron que
ademas del estado sanitario de las glandulas, la CE de la leche también se ve afectada por
el estado de lactacion del animal, el numero de parto y la granja de procedencia de las
cabras. En el mismo estudio, los autores establecieron una serie de umbrales absolutos de
CE (5, 5,10, 5,20, 5,30, 5,40, 5,50, 5,60, 5,70, 5,80, 5,90 y 6,00 mS/cm) para la deteccion

de mamitis, encontrando variaciones importantes en cuanto a la sensibilidad (Se) y la

7



Estudio de la conductividad eléctrica de la leche de oveja Manchega como método de deteccion de mamitis

especificidad (Sp) obtenidas para un mismo umbral dependiendo de la granja. Romero et
al. (2014), proponen una serie de algoritmos para la deteccion de mamitis a partir de la
medida diaria e individual de la CE de la leche glandular, siendo capaces de clasificar
todos los casos de mamitis clinica, aunque obtuvieron diferentes valores en los casos
subclinicos. La mayor Se (58,3%) la obtuvieron al considerar como positivos aquellos
casos en los que la CE se desviaba al menos tres veces la desviacién tipica por encima de
la media mavil de los cuatro dias anteriores. La Sp vario entre el 75 y el 100%, segun el
algoritmo. Romero et al. (2012), también en caprino, obtuvieron una Se del 70% y una Sp
del 50% con un umbral de CE de 5,20 mS/cm independientemente de la fraccion de ordefio
estudiada. Zaninelli et al. (2015) evaluaron el uso del andlisis del espectro de Fourier de la
lectura “on-line” de la CE de la leche glandular como método de deteccion de mamitis,
concluyendo que en las glandulas mamiticas la CE presenta fluctuaciones mas lentas y una
tendencia irregular, por lo que los picos de frecuencia obtenidos mediante la transformada
de Fourier podrian ser usados como indicadores de mamitis y ser incluidos en el disefio de
algoritmos para la deteccion de mamitis mediante la lectura de CE “on-line”.

En ganado ovino los estudios son muy escasos. Peris et al. (1989) observaron que la
mamitis provoca un incremento de la CE de la leche y propusieron dos umbrales para la
deteccién de mamitis. Uno de ellos de 5 mS/cm para diagnosticar las glandulas con
mamitis, logrando una sensibilidad del 60,2% y una Sp del 91,4%, con un 87,9% de las
muestras clasificadas correctamente. El otro umbral consistia en utilizar una diferencia de
CE entre las dos glandulas del mismo animal de 0,3 mS/cm, encontrando mejores
resultados (70% de sensibilidad, 93% de Sp y 89,1% de muestras clasificadas
correctamente). Este umbral es similar al obtenido por Barth et al. (2008), quienes
observaron una diferencia de CE entre glandulas de 0,1 mS/cm en ovejas sanas, y de 0,4
mS/cm entre glandulas de ovejas con una glandula infectada. McDougall et al. (2002),
aungue no encontraron diferencias significativas entre la impedancia (propiedad inversa de
la CE) de glandulas sanas e infectadas, si obtuvieron un correlacion negativa entre la
impedancia y el RCS (r = - 0,27), por lo que dedujeron que el aumento de RCS estara
relacionado con un aumento de la CE. Caria et al. (2016) obtuvieron, en ovejas Sardas, una
correlacion positiva (r = 0,31) entre la CE vy el recuento de células sométicas (RCS). En el
mismo estudio, lograron una sensibilidad de 73,08% y una Sp de 75,46% estableciendo un

umbral de CE de 4,84 mS/cm, por lo que utilizaron ese umbral en la evaluacion de un
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prototipo disefiado para la deteccion de mamitis subclinica mediante la medicion “on-line”
de la CE de la leche.

Con el fin de conocer los factores que afectan a la medida de la CE como método de
deteccidn de mamitis, se plante6 este experimento con el objetivo de estudiar el efecto de
diversos factores no infecciosos (estado de lactacion, sesién de ordefio y nimero de
lactacion) e infecciosos en la CE de leche glandular de ganado ovino. Asi mismo, también
se estudio la relacion de la CE con la composicion de la leche (macrocomposicion y

contenido mineral) y la relacion existente entre la CE y el RCS.

2.  MATERIALES Y METODOS.

2.1. Lugar de realizacion y animales utilizados.

El experimento se realizo en la Granja Docente de Pequefios Rumiantes de la Escuela
Politécnica Superior de Orihuela, perteneciente a la Universidad Miguel Hernandez de
Elche (Esparia).

Se utilizaron ovejas de raza Manchega, raza autoctona de Espafia con una media de
produccion por oveja de 1,156 L/dia (Arias et al., 2012). La leche de esta raza de aptitud
mixta se destina principalmente a la elaboracion de queso Manchego. EIl queso manchego y
el cordero manchego, son dos productos de gran valor amparados por la Denominacion de
Origen Geografica Protegida e Indicacion de Geogréafica Protegida, respectivamente.

El sistema de explotacion practicado era el intensivo, con estabulacion permanente.
El ritmo reproductivo fue de un parto anual, con destete de los corderos al nacimiento y
alimentacion de éstos mediante lactancia artificial. Tras el parto, las ovejas pasaron a
ordefarse dos veces al dia (8:00 y 16:00h) en una sala de ordefio de linea baja tipo Casse
1x12x12 con los siguientes pardmetros de ordefio: 36 kPa de nivel de vacio, 180
pulsaciones por minuto y 50% de relacion de pulsacion.

La dieta, consistente en 2,5 kg diarios de mezcla “unifeed” y paja “ad libitum” se mantuvo
constante a lo largo de la lactacion. El agua era suministrada a voluntad en bebederos de

cazoleta con boya de nivel constante.
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2.2. Disefo experimental.

Durante dos lactaciones se controlaron 42 (22 primiparas y 20 multiparas) y 40 (3
primiparas y 37 multiparas) ovejas, respectivamente. Se realizaron 7 controles de
frecuencia quincenal, siendo el primero a los quince dias del parto, con lo que la toma de
muestras tuvo una duracion de tres meses y medio. Las muestras se tomaron en el ordefio
de la mafiana (8:00h) y en el ordefio de la tarde (16:00h).

En cada control se tomaron dos muestras de cada glandula en el ordefio de la mafiana
(5 y 100 mL), y una de 100 mL en el de la tarde. La primera del ordefio de la mafiana fue
utilizada para el analisis bacterioldgico y se obtuvo antes del ordefio de forma aséptica en
tubos estériles tras limpiar los pezones con etanol al 70% y eliminar los primeros chorros.
A continuacion, las glandulas se ordefiaron mecanicamente por separado recogiendo la
leche en medidores volumétricos, se midié la produccion con una probeta de 500 mL y se
recogié una muestra de 100 mL representativa del total de leche ordefiada de cada glandula
que se empled para la posterior medida de la CE, el RCS, macrocomposicion de la leche y

el contenido mineral.

2.3. Variables analizadas.

Para el analisis bacteriologico, inmediatamente después de su recogida se sembraron
20 pL de leche en placas de Agar-sangre de oveja (Biomerieux, Lyon, Francia) que fueron
incubadas a 37°C, realizandose un recuento del crecimiento bacteriano transcurridas 24, 48
y 72h desde la siembra. Para la clasificacion entre cultivo positivo 0 negativo se tuvieron
en cuenta las recomendaciones del National Mastitis Council (Harmon et al. 1990); se
considerd que el cultivo era positivo al observarse un crecimiento de al menos 5 colonias
idénticas por placa, y negativo si no habia crecimiento transcurridas 72h de la siembra. La
identificacion del género bacteriano se efectudé mediante la tincion de Gram y la prueba de
catalasa en aquellas colonias de morfologia compatible con microorganismos Gram
positivos. Por ultimo, en el caso de los estafilococos se realizo la identificacion de la
especie bacteriana mediante el empleo del kit Apistah (Bio Merieux, Francia).

La CE (mS/cm) se midié inmediatamente después de su recogida con un
conductimetro de laboratorio (GLP 32, Crison, Alella, Espafia) con compensacion

automatica de temperatura a 25°C.
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Tras la medida de la CE se separd una alicuota de 30 mL a la que se afiadi6 azidiol
para su conservacion y en la que se midi6 el RCS (x10° cel/mL) en el Laboratorio
Interprofesional de Leche de la Comunidad Valenciana (Espafia), mediante el método
fluorométrico (Fossomatic 5000; Foss, Hillered, Dinamarca).

La composicién macroscopica (grasa, caseinas, proteinas del suero, lactosa y
cenizas) se analiz6 mediante espectroscopia de infrarrojo (Milko Scan FT 120; Foss-
electric, Hillergd, Dinamarca), expresando los resultados en porcentaje sobre la materia
hdmeda.

El contenido en sodio (Na*) y potasio (K*) (mg/L) se determind mediante fotometria de
Ilama, (PFP, JENWAY, Staffordshire, UK). Para la determinacion del contenido en cloruro
(CI") (mg/L) se utiliz6 el método de Mohr adaptado para leche (AOAC, 1995), realizando

los andlisis siempre la misma persona para evitar el efecto del operario.

2.4. Definicion del estado sanitario de las glandulas.

Las glandulas fueron clasificadas segin el estado sanitario, en funcién de los
resultados del analisis bacterioldgico y el RCS. Las glandulas con analisis bacterioldgico
positivo en dos 0 mas controles seguidos se clasificaron como glandulas con mamitis
infecciosa cuando el RCS fue superior a 400 x 10° cel/mL, y glandulas con infeccién
latente cuando el RCS se mantuvo inferior a 400 x 10° cel/mL. Las glandulas en las que el
analisis bacterioldgico fue negativo se clasificaron como glandulas sanas (no hubo
glandulas con analisis bacteriolégico negativo y RCS > 400 x 10° cel/mL). Para la
clasificacion de las glandulas, se establecié un umbral de RCS de 400 x 10° cel/mL en base

a la bibliografia consultada y la experiencia previa del grupo de investigacion.

2.5. Andlisis estadistico.

Con el fin de normalizar la distribucion de los datos y poder aplicar los analisis
estadisticos las variables CE y RCS se transformaron en el logaritmo base 10 (LCE,
LRCS).

Se analiz6 la relacién de las variables LCE y LRCS con los efectos fijos estudiados
mediante un Modelo Lineal Mixto (Proc Mixed, SAS V. 9.2, SAS Institute, 2012). La

produccion de la glandula (PROD) se incluyé como covariable y se consideraron los

81



Estudio de la conductividad eléctrica de la leche de oveja Manchega como método de deteccion de mamitis

siguientes efectos fijos: el estado sanitario de las glandulas (INF;, con 3 niveles: sanas, con
mamitis infecciosa, o con infeccidn latente); la sesion de ordefio (ORDj;, con 2 niveles:
matutino o verpertino); el nimero de parto (NLg, con 2 niveles: multiparas o primiparas); el
estado de lactacion (CONT), con 7 niveles: 2 semanas después del parto, 4 semanas...14
semanas) y las interacciones entre el estado sanitario de las glandulas y el nimero de
lactacidn, el estado sanitario de las glandulas y el estado de lactacién y el nimero de
lactacion y el estado de lactacion. Los efectos aleatorios considerados fueron el afio del
experimento (1, 2) y la glandula (derecha o izquierda) anidado a la oveja, para modelizar la
covarianza entre las observaciones de las glandulas dentro de cada oveja (Barkema et al.,
1997). Se utilizé6 un modelo de ajuste de la correlacion de la varianza entre medidas
repetidas del mismo animal de tipo “Compound Simmetry”, al ser el que mejor ajuste
presento de acuerdo a los Aikake Iteration Criterion (AIC) y Bayesian Iteration Criterion
(BIC).

Algunas muestras resultaron dafiadas durante su transporte al laboratorio, por lo que
el nimero de observaciones utilizadas en el modelo fue menor para el RCS que para la CE.

Las interacciones de la sesion de ordefio con el nimero de parto y del tipo de ordefio
con el estado sanitario de las glandulas no fueron significativas, por lo que no se
incluyeron en el modelo final.

Se analizo la correlacion de la CE con el RCS (Proc Corr, SAS V.9.2. SAS Institute,
2012) segun cuatro intervalos de RCS (RCS < 200.000, 200.000 < RCS < 400.000,
400.000 < RCS < 600.000 y RCS > 600.000 cel/mL). Se analizo la relacion entre la
composicion de la leche (grasa, caseinas, lactosa, proteina del suero, cenizas y contenido
en cloro, sodio y potasio) y la CE (Proc Reg, SAS V.9.2. SAS Institute, 2012).

Se calculd la evolucion de la sensibilidad y especificidad para la deteccion de
mamitis en funcién de distintos umbrales de CE, para el conjunto de datos y en funcién de
la sesion de ordefio, y del nimero de lactacion de los animales. Se definié la sensibilidad
(Se) como el porcentaje de casos positivos que el método es capaz de detectar o la
probabilidad de que una muestra positiva sea clasificada como tal (verdaderos positivos
respecto de la suma de verdaderos positivos y falsos negativos). La especificidad (Sp)
como el porcentaje de casos negativos que el método es capaz de detectar o la probabilidad
de que una muestra negativa sea clasificada como tal (verdaderos negativos respecto a la
suma de verdaderos negativos y falsos positivos). El valor predictivo positivo (VPP) se

definié como la probabilidad de que una glandula esté infectada cuando la muestra es
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clasificada como positiva (verdaderos positivos respecto a la suma de los verdaderos
positivos y falsos positivos). Y por altimo, el valor predictivo negativo (VPN) se definid
como la probabilidad de que una glandula no esté infectada cuando la muestra es
clasificada como negativa (verdaderos negativos respecto a la suma de verdaderos

negativos y falsos negativos).

3. RESULTADOS.

3.1. Incidenciay prevalencia de la infeccion.

En la Tabla I1V.1 se muestra la prevalencia de la infeccion a lo largo de las dos
lactaciones en las que se realizo el experimento. Al inicio del primer afio, 7 de las 81
glandulas fueron clasificadas como glandulas infectadas (prevalencia del 8,64%),
presentando 4 de ellas mamitis infecciosa y 3 infeccion latente, perteneciendo las 7 a
ovejas multiparas. A lo largo de la lactacion, se cur6é una de las glandulas con mamitis
infecciosa y se infectaron 10 glandulas que al inicio estaban sanas: 5 de mamitis infecciosa
y 5 de infeccidn latente, curandose 1 caso de cada tipo, con lo que al final de la lactacion la
prevalencia global fue del 17,28%. De los casos nuevos que aparecieron, 4 pertenecian a
ovejas primiparas, (incidencia del 9,52%,) y 6 a multiparas (incidencia del 18,75%).

Al inicio del segundo afio, 9 glandulas presentaron mamitis infecciosa, y otros 9
casos presentaron infeccion latente, por lo que la prevalencia fue del 23,08%. A lo largo
del experimento se curan 8 de las 9 glandulas que en el primer control presentaron
infeccion latente, pero aparecieron 10 casos nuevos, de los cuales 5 se curaron en controles
posteriores. En cuanto a las mamitis infecciosas, se curaron 3 glandulas de las que en
principio estaban infectadas y aparecié 1 caso nuevo que también se curd de forma
espontanea. En total se infectaron 11 glandulas a lo largo de la lactacion (incidencia del
18,33%), pero debido a que algunas se curaron, la prevalencia de la infeccion al final del
segundo afio (16,67%) fue inferior a la obtenida al inicio del experimento.

Tanto las mamitis infecciosas como las infecciones latentes cursaron de forma
subclinica, incluso las producidas por patdgenos sensibles a la novobiocina. Al no
detectarse ninguna mamitis clinica, no se aplicé ningin tratamiento antibidtico a ninguna
oveja. Por lo que las glandulas que al inicio de la lactacion presentaron mamitis infecciosa

0 una infeccion latente y se curaron a lo largo de la lactacion, lo hicieron espontaneamente.
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Tabla I1V.1. Estado sanitario de las glandulas y ovejas al inicio y al final de la lactacion.

Afo 1 Afio 2
Inicio lactacion Final lactacién Inicio lactacion Final lactacién
Ovejas Glandulas Ovejas Glandulas Ovejas  Glandulas  Ovejas  Glandulas
Sanas 20+2* 42 19+21 40 3 6 3 6
uni*  BIP Uni* BIP Uni*  BIl° Uni*  BIl°
Infectadas 1 )
Primiparas - — - - e oy . - -
Infecciéon  Uni Bil Uni Bil Uni Bil Uni Bil
latente - - - - - - - -
Total 20+2* 42 20+21 42 3 6 3 6
Sanas 13+1* 27+5° 10+1* 21+6° 24+2" 50+42 26+2! 54+6°
Infectadas uni*  BIP Uni* BIP Uni*  BIP Uni*  BIl®
Multiparas 4 - 4 3 1 5 AN 9 3 1+1® 6
Infeccién Uni* BIP Uni*  BiP Uni*  BIl° Uni*  BIl°
latente 1 1 3 3 2 7 1 3+28 9 3 1+1° 6
Total 19+1% 39 19+1* 39 35+2¢ 72 35+2¢ 72
Sanas 33+3! 71+5° 209+3! 61+62 27+21 56+42 209+2! 60+62
Infectadas Uni*  BIP Uni*  BIP Uni*  BIl° Uni*  BIl°
Total 4 - 4 3 2 7 3 22 9 3 1+ 6
Infeccion Uni*  BIiP° Uni* BIP Uni*  BIl® Uni*  BIl®
latente 1 1 3 3 2 7 1 3+28 9 3 1418 6
Total 39+3" 81 39+3! 81 38+2! 78 38+2! 78

1. Ovejas que poseen una séla glandula funcional.

2. Glandulas sanas de ovejas con infeccion unilateral.

3. Ovejas que presentan mamitis infecciosa en una glandula e infeccion latente en la otra glandula.
4. Uni: Ovejas con mamitis infecciosa o infeccion latente en una sola glandula.

5. Bil: Ovejas con mamitis infecciosa o infeccion latente en ambas glandulas.
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3.2. Patdgenos aislados durante el experimento.

En la Tabla IV. 2 se muestra la CE y el RCS en funcion del patdgeno causante de la
infeccion. La CE media de las glandulas libres de infeccion fue de 4,17 mS/cm. El 97,4%
de los patdgenos aislados fueron estafilococos, siendo S. xylosus y S. lentus, los que se
aislaron en un La CE media de las glandulas libres de infeccion fue de 4,17 mS/cm. mayor
numero de casos. ElI mayor RCS, asi como la CE mas elevada se registraron en el caso de
glandulas infectadas por S. aureus (5,73 mS/cm y 15.601 x 10° cel/mL), seguidos por los
valores observados en glandulas infectadas por S. xylosus (4,61 mS/cm y 2.989 x 10°
cel/mL), mientras que S. haemolytica incrementa la CE pero no el RCS (4,48 mS/cm y 102
x 10° cel/mL).

Tabla IV. 2. CE y RCS (Media + SD) de la leche glandular en funcién del tipo

de patdgeno causante de la infeccion.

Patogeno CE n R3CS n
(mS/cm) (x 10° cel/mL)

Glandulas sanas 4,17+ 0,43 1882 304 £1.318 1804
Staphylococcus spp. 4,41 + 0,68 68 452 +1.082 61
S. xylosus 4,61+ 0,64 92 2.989 £ 5.953 85
S. aureus 5,73+1,31 10 15.601 £ 9.075 9
S. caprae 4,21 +0,42 19 1.337 £ 1.775 14
S. lentus 4,14+ 0,45 63 572 +2.839 66
S. haemolytica 4,48 + 0,54 6 102 + 39 5
S. sciuri 4,09 +£0,28 6 163 £ 161 7
Enterobacterias 4,03+0,16 7 228 + 186 6

n: numeros de glandulas.

3.3. Factores asociados con la CE y el RCS en leche.

Como se muestra en la Tabla IV. 3, todos los factores considerados y sus
interacciones resultaron significativos para ambas variables, aunque no se vieron afectadas
del mismo modo por ellos. En el caso de la CE, el principal responsable de sus variaciones
fue la sesion de ordefio, seguido del estado de lactacion y el estado sanitario de las
glandulas. Por el contrario, en el caso del RCS fueron el estado sanitario de las glandulas y
la produccidn los que mayor efecto provocaron, seguidos del tipo de ordefio. Tanto la CE
como el RCS se vieron afectadas por la producciéon de las glandulas, siendo ambas

variables mayores a medida que disminuy0 la produccion.
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Tabla 1V.3. Resultado del andlisis estadistico (valor F y nivel de
significacion) de las variables LCE y LRCS.

EFECTO Niveles LCE LRCS
(n=2.138) (n=1.901)

Produccion 6,65** 30,04***
Estado de lactacion 7 23,34*** 7,99%**
NUmero de lactacion 2 16,57*** 10,32**
Ordefio 2 328,98*** 23,68***
Estado sanitario 3 22,77*** 39,88%***
NUmero de lactacion x Estado sanitario 6 3,57 7,04%**
Estado de lactacion x Estado sanitario 21 6,09*** 5,10%***
NUmero de lactacion x Estado de lactacion 14 5,36%** 3,75**

LCE: logaritmo de conductividad eléctrica. LRCS: logaritmo del recuento de células
somaticas. n = Numero de observaciones utilizadas. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

En la Tabla IV. 4 se muestran las medias de LCE y LRCS obtenidas en funcion de la
sesion de ordefio. En el ordefio de la mafiana se registré una CE significativamente
superior (P<0,001) a la del ordefio de la tarde (4,34 vs 4,08 mS/cm), por el contrario, el
RCS obtenido en el ordefio de la tarde (162 x 10° cel/mL) fue significativamente superior
(P<0,001) al de la mafiana (129 x 10° cel/mL).

Tabla I1V.4. Resultado de la comparacion de medias de LCE y LRCS segun el ordefio.

) LCE (Media * ES) LRCS (Media * ES)
Ordefio (Antilog, mS/cm) (Antilog, x10° cel/mL)
n=2138 n=1901

Manfana 0,6383 + 0,0081 2,1121 £ 0,0498
(4,34) (129)

Tarde 0,6115 + 0,0081 2,2107 £0,0510
(4,08) (162)

NS *k*k * k%

LCE: logaritmo de la conductividad eléctrica. LRCS: logaritmo del recuento de células
somaticas. NS: nivel de significacion. ***P<0,001. ES: Error estandar. n = Numero de
observaciones utilizadas.
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En la Tabla IV.5 se muestran las medias de CE y RCS segun el estado sanitario de
las glandulas y el nimero de parto. La CE de la ovejas multiparas (4,37 mS/cm) fue
significativamente mayor que la de las primiparas (4,07 mS/cm) al analizar todos los datos
conjuntamente y al considerar el estado sanitario de las glandulas: en los tres casos
(glandulas sanas, con mamitis infecciosa, o con infeccion latente) fue significativamente
mayor la CE de ovejas multiparas que la de las ovejas primiparas. Tanto en las multiparas
como en las primiparas, la CE de las glandulas con mamitis infecciosa fue
significativamente mayor que la de las glandulas con infeccion latente o sanas. No
obstante, la interaccion del estado de infeccion con el nimero de parto fue significativa. En
las ovejas primiparas, la CE de las glandulas con infeccion latente (3,77 mS/cm) fue
significativamente menor que las de las glandulas sanas (4,08 mS/cm), mientras que en las
ovejas multiparas esta diferencia no fue significativa.

De modo similar a lo sucedido con la CE y considerando los datos de forma global,
el RCS fue significativamente mayor en las ovejas multiparas que en las primiparas (205 y
102 x 103 cel/mL, respectivamente). EI RCS fue significativamente superior en las ovejas
multiparas que en las primiparas para las glandulas sanas e infectadas, pero no se

obtuvieron diferencias significativas en el caso de glandulas con infeccion latente.

Tabla IV.5. LCE y LRCS segun el nimero de parto y el estado sanitario de las glandulas.

LCE (n = 2138) LRCS (n = 1901)
Primiparas Multiparas Primiparas Multiparas
Media + ES Media + ES Media + ES Media + ES
(Antilogaritmo,  (Antilogaritmo, (Antilogaritmo,  (Antilogaritmo,
mS/cm) mS/cm) NS x10° cel/mL) x10? cel/mL) NS
) 06110+ 0,0076  0,6224+0,0074  =»x | 1,9172°+0,0286 109727 +£0,0223  *x
Glandulas 9
sanas (4,08) (4,19) (82) (®9)
Glandulas 05761°+0,0188  0,6252°+0,0078  *x | 1,7849% +02256  1,9389° +0,0426 ns
con
infeccion (3,77) (4,21) (61) (87)
latente
Glandulas  0,6415°+0,0139  06736°+0084  * | 23281°+0,1498  3,0021°+0,0539  sxx
infectadas (4,38) (4,72) (213) (1005)

LCE: logaritmo de la conductividad eléctrica. LRCS: logaritmo del recuento de células somaticas. ES: Error estandar.
NS: nivel de significacion de la comparacion de medias en la misma fila (ns: no significativo; *: P<0,05; **: P<0,01;
***: P<0,001); a b c; Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas a P<0,05.
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El estado de lactacion tuvo un efecto significativo tanto en el RCS como en la CE.
Los mayores valores de ambas variables se registraron en el primer control, realizado a las
dos semanas del parto (276 x10° cel/mL y 4,57 mS/cm). Se observé un descenso
significativo de la CE en el segundo muestreo (cuarta semana de lactacion) y a partir de
entonces los valores se mantuvieron sin diferencias significativas hasta el final de
lactacion. EI menor valor de CE se observé en la semana 10 de lactacion (4,04 mS/cm) y
posteriormente se observo un leve incremento, aungue sin diferencias significativas. En el
caso del RCS el maximo valor se obtuvo en el primer muestreo (semana 2 tras el parto),
para descender significativamente en el siguiente control, observandose el valor menor a
las 12 semanas (95 x 10° cel/mL), el cual incrementd de forma no significativa a las 14

semanas (129 x 10° cel/mL).

En las Figuras 1V.1y IV.2 se muestra la evolucién de la CE y el RCS a lo largo de
la lactacién en funcion del nimero de parto de las ovejas. La interaccion del nimero de
lactacion con el estado de lactacion fue significativa para la CE y el RCS. En el caso de la
CE, esta interaccion es poco relevante desde el punto de vista bioldgico. Tanto en
primiparas como en multiparas, los mayores valores de CE se registraron en el primer
control (4,49 y 4,64 mS/cm, respectivamente) sin diferencias significativas entre ambos
tipos de animales. En el segundo muestreo la CE descendié significativamente en ambos
tipos de animales, siendo mayor el descenso en primiparas lo que ocasioné que se
observaran diferencias entre primiparas y multiparas. Estas diferencias se mantuvieron
hasta el final del experimento, aunque ya no se observaron diferencias significativas entre

muestreos.

El RCS de las ovejas multiparas fue significativamente superior al de las primiparas
durante todo el experimento, excepto en el Gltimo muestreo, donde no se observaron
diferencias significativas. En general, el progreso de la lactacion causé un descenso
progresivo del RCS. Los valores més altos de RCS se registraron en el primer control (385
y 197 x 10% cel/mL en las multiparas y primiparas respectivamente); el valor minimo de
RCS en las ovejas primiparas se obtuvo a las 12 semanas de lactacion (57 x 10° cel/mL), y
ascendié en el ultimo muestreo, aunque de forma no significativa. En las ovejas multiparas,

el valor minimo se alcanzé en la semana 14 de lactacién (141 x 10° cel/mL).
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Figura IV.1. Resultados de la comparacion de medias del LCE a lo largo de la

lactacion en funcion del nimero de parto.
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Figura 1V.2. Resultados de la comparacion de medias del RCS a lo largo de la

lactacion en funcion del nimero de parto.
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En la Figura 1V.3 se muestra la evolucion de la CE a lo largo de la lactacion en
funcién del estado sanitario de las glandulas. La CE de las glandulas con mamitis
infecciosa fue significativamente superior a la de las sanas y las que presentaron infeccién
latente durante toda la lactacion, excepto en el primer control. En las glandulas con
infeccion latente se registréo una CE menor que en las glandulas sanas a lo largo de toda la

lactacion, pero esta diferencia solo fue significativa a las 8, 10 y 12 semanas del parto.
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La evolucion a lo largo de la lactacion varid entre las gldndulas con mamitis
infecciosa vy el resto. La CE descendi6 ligeramente en todos los tipos de estado sanitario a
la semana 4 de lactacion, aunque sin diferencias significativas, y se mantuvo estable hasta
la semana 10. A partir de dicho momento la CE de las glandulas con mamitis infecciosa se
incremento hasta la semana 14 (alcanzando el valor maximo de CE: 4,96 mS/cm), mientras

que el resto de estados sanitarios no observaron cambios de tendencia.

Figura 1V.3. Resultados de la comparacion de medias del LCE a lo largo de la lactacién en
funcién del estado sanitario de las glandulas.
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En cuanto al RCS (Figura IV. 4), desde el primer control, donde se observaron
diferencias significativas entre los tres estados sanitarios, el RCS de las glandulas con
mamitis infecciosa fue significativamente mayor que el resto de estados sanitarios durante
toda la lactacion, no observandose diferencias entre glandulas sanas y con infeccion latente
desde las 4 semanas de lactacion hasta el final del experimento. EI maximo valor de RCS
de las gldndulas con mamitis infecciosa se obtuvo a las 6 semanas de lactacién, y el

minimo al final de lactacion.
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Figura IV.4. Resultados de la comparacion de medias del LRCS a lo largo de la lactacién
en funcion del estado sanitario de las glandulas.

LRCS
3,5 1

3,0 -
2,5 - IM\\\/I

20 T PR S S -~
— ~ [ P ] RL LT LR LT T TR e AR R bR MRS d? T,

15 -
1,0 -
0,5 -
0,0 T T T
2 4 6 8 10 12 14
semanas después del parto
Glandulas infectadas ««+«++-- Glandulas sanas — — Gléandulas con infeccion latente

3.4. Correlacion del RCS y la CE de la leche.

En la Tabla I1V.6 se muestran los resultados del estudio de la correlacion de la CE y
el RCS. El coeficiente de correlacion de la CE con el RCS, fue superior al analizar los
datos conjuntamente (r = 0,33) que cuando se hizo por umbrales de RCS. El coeficiente de
correlacion solo fue significativo cuando el RCS > 600 x 10° cel/mL y al analizar todos los

datos en conjuno.

Tabla IV.6. Resultados del estudio de correlacion de la CE y el RCS.

RCS (x 10° cel/mL) r Nimero de
observaciones
RCS<200 -0,03™ 1520
200<RCS<400 0,12" 140
400<RCS<600 0,08" 62
RCS>600 0,25*** 186
Todos los datos 0,33*** 1908

r: coeficiente de correlacion; ns: No significativo; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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3.5. Relacién de la CE con la composicién de la leche y el contenido mineral.

En la Tabla 1V.7 se muestran los resultados del analisis de regresion realizado para
estudiar la relacion de la CE con la composicion de la leche y el contenido mineral. Se
obtuvo un alto coeficiente de determinacion (R* = 0,6901). Las variables que explicaron la
mayor varianza de la CE fueron la grasa (Rzparcia| = 0,2416), relacionada negativamente con
la CE, y el contenido en Sodio y Potasio (R* parcial = 0,1913 y 0,0921, respectivamente),
cuya relacion con la CE fue positiva. En menor medida también se relacionaron las
variaciones de CE con el contenido en lactosa, las proteinas del suero y las caseinas de

forma negativa y de forma positiva con el contenido en Cloruros.

Tabla IV.7. Relacién entre la composicion fisico-quimica y la CE de la leche.

) Estadistico
Variables Modelo
Parametro ES R%parcial
Intercepto 10,3639 0,54156
n 1360
GRASA (%) -0,1333 0,000023 0,2416
SODIO (mg/L) 0,0009 0,000061 0,1913
I:valor 30,71
POTASIO (mg/L) 0,0005 0,000042 0,0921
LACTOSA (%) -1,2988 0,0066 0,0771
PROTEINAS DEL NS P<0,001
-0,972 0,0255 0,0467
SUERO (%)
CLORURO (mg/L) 0,00031 0,1456 0,0342 R? 0,6901
CASEINAS (%) -0,1413 0,0959 0,0070

ES: error estandar; R%: coeficiente de regresion; NS: nivel de significacién; n: nimero de observaciones.

92



IV. Factores de variacion de la conductividad eléctrica en leche de ovejas Manchegas

3.6. Deteccion de la infeccion intramamaria mediante umbrales absolutos de CE.

En las Figuras 1V.5 y V.6 se muestra la evolucion de las curvas trazadas por la Sp,
la Se, el VPP y el VPN al variar el umbral CE para la deteccion de glandulas infectadas al
estudiar todos los datos en conjunto (Figuras IV.5a y IV.6a), en funcién del ordefio
(Figuras 1V.5b y IV.6b), o en funcion del nimero de parto de las ovejas (Figuras 1V.5¢c y
IV.6c).

Al estudiar todos los datos en conjunto, el punto donde se cruzan la Sp y la Se se
situd en 4,2 mS/cm (Figura 1V.5a), variando ligeramente en funcién de la sesion de ordefio
(4,3 mS/cm en el de la mafiana y 4,1 mS/cm en el de la tarde, Figura 1VV.5b), o del numero
de lactacion de las ovejas (4,2 mS/cm en multiparas y 4,3 mS/cm en primiparas, Figura
IV.5¢c). De forma general, se obtuvieron unos valores moderados de Se y Sp, destacando
sus variaciones en funcion del tipo de ordefio o nimero de parto de las ovejas para un
mismo umbral de CE. Los valores mas altos obtenidos en el punto de corte de ambas
curvas se observaron en el caso de las ovejas de primer parto, con una Se del 63,64% y una
Sp del 63,31% para un umbral de 4,3 mS/cm (Figura IV.5c). En todos los casos, se observé
una disminuciéon del namero de falsos positivos (aumento del VPP) a medida que se
incrementaba el umbral de CE, aumentando la Sp, pero también se produjo un incremento
de falsos negativos, con lo que disminuy6 la Se del método. Por otro lado, el valor
predictivo positivo fue muy bajo, su valor maximo (67,39%) se registrd en ovejas
multiparas con un umbral de 5 mS/cm, en cambio en valor predictivo negativo en ningln
caso fue inferior al 80% (Figuras 1V.6a, IVV.6b y I1V.6c.).
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Figura IV.5. Sensibilidad y especificidad de la lectura de CE para la deteccion de
mamitis (IV.5a), en funcion del ordefio (1V.5b) y del numero de lactacion (1V.5c¢).
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Figura IV.6. VPP y VPN de la lectura de CE para la deteccion de mamitis (1V.6a),
en funcion del ordefio (1V.6b) y del nimero de lactacion (1V.6c¢).
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4. DISCUSION.

Durante las dos lactaciones en las que se llevé a cabo el experimento, no se dio
ningln caso de mamitis clinica. Esta prevalencia de casos clinicos coincide con los
resultados de Contreras et al. (2007) quienes concluyeron que el porcentaje de mamitis
clinicas en pequefios rumiantes era muy bajo (menor del 5%). La prevalencia de mamitis
subclinica observada (8,64% y 17,28% al inicio y 23,08% y 16,67% al final del primer y
del segundo afio respectivamente) fue similar a los resultados obtenidos por Seegers et al.
(1997) y Leitner et al. (2001), 10,4% y 39,9%, respectivamente. Todos los casos de
glandulas con mamitis infecciosa o infeccion latente al inicio de la lactacion se dieron en
ovejas multiparas. De modo similar, Leitner et al. (2003) observaron un mayor porcentaje
de glandulas sanas en animales de primer parto (70%) que en animales multiparos,
encontrando el minimo en las ovejas de tercera lactacion (52%). La prevalencia de mamitis
en un rebafio esta relacionada con maltiples factores, al igual que su evolucion a lo largo
de la lactacion. En este experimento, se observd un incremento de prevalencia en el primer
afio, mientras que en el segundo afio el porcentaje elevado de autocuraciones causo un
descenso de prevalencia al final de la lactacion. Esto coincide con lo observado por Mc
Dougall et al. (2002), quienes registraron que el 93,8% de las ovejas infectadas se curaron
espontaneamente. Sin embargo, Leitner et al. (2001) observaron que el estado sanitario de

las glandulas permanecia estable durante toda la lactacion en un 90% de los casos.

La mayoria de los patdgenos aislados fueron estafilococos (97,4%), encontrandose
bacterias Gram negativas solo en un pequefio porcentaje de casos (2,6%). Esto coincide
con lo observado por diversos autores como Albenzio et al. 2002 y McDougall et al.
(2002) quienes observaron que el 100% de las mamitis subclinicas fueron causadas por
estafilococos. En cuanto a la reaccion provocada por los patdgenos aislados, Ariznabarreta
et al. (2002) y Gonzalo et al. (2002), proponen clasificar los estafilococos causantes de
mamitis atendiendo a si presentan o no sensibilidad a la novobiocina. De los patogenos
aislados en este experimento, S. aureus, S. caprae, y S. haemolytica estarian en el grupo de
patdgenos sensibles al antibi6tico, que segun los autores que proponen esta clasificacion
pueden provocar grandes elevaciones del RCS. En este experimento, si que se ha
observado altos valores de CE y RCS cuando el patogeno era S. aureus (5,73 mS/cm y

15.601 x 10° cel/mL, respectivamente). En el caso de S. caprae, también se registra un alto
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valor de RCS (1.337 x 10° cel/mL), pero no de CE (4,21 mS/cm). En contra de lo afirmado
por Ariznabarreta et al. (2002) y Gonzalo et al. (2002) cuando la infeccion fue causada por
S. haemolytica, se registré un RCS bajo (102 x 10% cel/mL). Por otro lado, estarian los
estafilococos resistentes a la novobiocina, que segun los autores presentan un bajo RCS,
propio de patdgenos menores, este es el caso de S. xylosus y S. lentus. Sin embargo, en este
estudio, en las glandulas en las que se aislé S. xylosus se registrd un elevado RCS y CE
(2.989 x 10° cel/mL y 4,61 mS/cm).

La significativa mayor CE observada en las glandulas con mamitis infecciosa con
respecto a las glandulas sanas (diferencia de 0,3 mS/cm en primiparas y 0,53 mS/cm en
multiparas) coincide con lo observado por Peris et al. (1991) en ganado ovino al comparar
entre glandulas con CMT 0y CMT +: 0,54 mS/cm de diferencia en la fraccion de apurado,
0,21 en los primeros chorros y 0,27 mS/cm en leche maquina. En ganado vacuno, Kasikgi
et al. (2012) también observaron diferencias significativas entre la CE de la leche de
glandulas con CMT +, ++, 0 +++, al igual que Norberg et al. (2004), quienes midieron la
CE de la leche glandular cada dos segundos durante el ordefio mediante el prototipo
“Mastitis Detector” (S.A. Christensen, Kolding, Denmark), observando diferencias
significativas de CE entre los distintos estados sanitarios de las glandulas (4,87, 5,37 y 6,44
mS/cm para glandulas sanas, con mamitis subclinica o mamitis clinica, respectivamente)
En ganado caprino, Diaz et al. (2012) registraron un incremento de la CE en los cuatro dias
posteriores a la instauracion de una infeccidon intramamaria cuando ésta se produjo de

forma bilateral.

En el caso de glandulas con infeccidon latente solo se observaron diferencias
significativas con respecto a las glandulas sanas en las ovejas primiparas, apreciandose que
la CE fue mayor en las sanas. La CE de las glandulas infectadas fue superior a la de los
otros dos estados sanitarios tanto en multiparas como en primiparas. Este distinto
comportamiento segun el nimero de parto fue observado también en ganado caprino por
Diaz et al. (2011) quienes obtuvieron un incremento significativo de la CE debida a la
infeccion solo en las glandulas de animales primiparos. En el mismo estudio, registraron
mayor CE en cabras multiparas que en primiparas de forma global, considerando solo las
glandulas sanas o con mamitis bacteriana, mientras que no observaron diferencias entre

numero de parto al considerar solo las glandulas con mamitis inespecifica. Ying et al.
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(2004) observaron distinto comportamiento de la CE en glandulas infectadas de caprino
dependiendo de la raza; en cabras Saanen la CE aumentd en cabras infectadas, mientras en
cabras de la raza Alpina registraron una disminucion de la CE en las cabras infectadas. Al
igual que con la CE, el RCS de las glandulas con mamitis infecciosa fue significativamente
superior al de las glandulas sanas y con infeccion latente, tanto en ovejas primiparas como
en multiparas. En este caso el RCS en mamitis latentes no disminuyé de forma
significativa con respecto a las sanas en ovejas primiparas. Los RCS de las glandulas sanas
y con mamitis latente registrados (de 61 x 10° cel/mL en primiparas con mamitis latente y
de 99 x 10° cel/mL de multiparas sanas) son similares a los obtenidos por Peris et al.
(1991) en ovejas Manchegas (80, 72 y 130 x 10° cel/mL para CMT=0 en leche de primeros
chorros, leche de maquina o leche de apurado, respectivamente), y a los obtenidos por

Martins et al. (2013) en ovejas sanas Santa Inés (167,1 x 10° cel/mL).

El RCS en las glandulas que presentaron mamitis infecciosa, se elevé de forma
significativa tanto en animales de primer parto como en multiparos, siendo esta elevacion
mas acusada en las ovejas multiparas. En ganado caprino, Diaz et al. (2011) observaron un
efecto significativo del estado sanitario de las glandulas y del nimero de parto en el RCS,
obteniendo mayor RCS en cabras multiparas que en primiparas, aunque la interaccion de
ambos factores (estado sanitario y nimero de parto) no fue significativa, contrariamente a

lo observado en este experimento.

El RCS disminuy6 a lo largo de la lactacién, de acuerdo con los resultados de
Gonzalo et al. (1994) en ganado ovino, quienes obtuvieron el valor minimo de RCS a los
75 dias del parto, mientras que Fuertes et al. (1998) registraron el valor minimo a la quinta
semana post-parto. En ambos trabajos, se registré un incremento del RCS a lo largo de la
lactacion, pero en el caso de Fuertes et al. (1998), este incremento fue muy leve y, por lo
tanto, podria atribuirse a una mayor concentracion de SCC por la disminucién del volumen
de leche, que a un empeoramiento del estado sanitario de las glandulas. En nuestro trabajo,
solo se observd un incremento del RCS al final de la lactacion en ovejas multiparas y en
glandulas con infeccion latente o mastitis infecciosa, por lo que puede atribuirse al
empeoramiento del estado sanitario de las glandulas.
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Independientemente del estado sanitario, la CE registrada en las ovejas multiparas
(4,39 mS/cm) fue superior a las que se obtuvo en las ovejas primiparas (4,05 mS/cm).
Estas diferencias se mantuvieron a lo largo de la lactacion, de acuerdo con lo observado
anteriormente por diversos autores en ganado vacuno (Holdaway et al., 1996; Zecconi et
al., 2004), y que lo atribuyen a una mayor permeabilidad de la barrera sangre-leche en

vacas multiparas causada por los dafios producidos a lo largo de las distintas lactaciones.

El incremento de CE observado al final de la lactacion, coincide con lo observado en
caprino (Diaz et al. 2011) y vacuno (Holt, 1985), quienes lo atribuyeron a que a medida
que avanza la lactacién aumenta la permeabilidad de la barrera sangre-leche, provocando
un incremento de la concentracion de Na* y CI” en leche. En ovejas Sardas, Caria et al.
(2016) también obtuvieron un alto coeficiente de correlacion entre la CE de la leche y su

contenido en cloruros (r = 0,893).

La composicion de la leche explico una elevada proporcion de la varianza de la CE
(R? = 0,69), siendo el contenido graso el que tuvo una mayor influencia, seguido del
contenido en Na* y K. Por el contrario, Diaz et al. (2011) en ganado caprino obtuvieron
que el contenido en sales inorganicas ejercia una influencia mayor sobre la CE de la leche

que los macroconstituyentes de la leche (grasa, proteina y lactosa).

La correlacion negativa obtenida de la CE con el contenido graso de la leche, esta de
acuerdo con Caria et al. (2016), Praentice (1962) y Muchetti et al. (1994), quienes
afirmaron que los globulos de grasa, incrementan la distancia real en la migracion de iones
que tienden a cruzarse entre los dos electrodos del conductimetro. Albenzio et al. (2002),
Leitner et al. (2004), Bianchi et al. (2004), Santos et al. (2007) observaron un descenso del
contenido graso en leche de ovejas mamiticas, lo cual unido a un aumento de la
concentracion de iones explicaba el incremento de CE observado en la leche de las
glandulas infectadas. Castillo et al. (2008), observaron que a medida que se acortaba el
intervalo de ordefio aumentaba el contenido graso de la leche, por lo que la leche del
ordefio de la tarde tiene un porcentaje graso mayor que la del ordefio de la mafiana, esto
unido a relacion negativa obtenida del contenido graso con la CE, explica que la CE del
ordefio de la tarde sea menor que la del ordefio de la mafiana. La relacion negativa entre el

contenido en lactosa y la CE de la leche, estd de acuerdo con lo publicado por Caria et al.
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(2016) en ganado ovino y Hamann y Zeconni (1998). La lactosa es el componente lacteo
mas importante en la regulacion de la presion osmotica de la leche, siendo su contenido,
para una misma presion osmotica, inversamente proporcional a la concentracion del CI.
Asi, el paso del idn cloruro al lumen alveolar desde el torrente sanguineo, favorecido por el
deterioro de las membranas de las células epiteliales de la glandula mamaria, es
contrarrestado por una disminucién de lactosa, mientras que al mismo tiempo, el deterioro
de los lactocitos produce también un descenso de la sintesis de lactosa (Shuster et al.,
1991). De acuerdo con lo anterior, una infeccion intramamaria puede provocar un descenso
de la cantidad de lactosa desde el 3% observado por Bianchi et al. (2004) y el 25%
obtenido por Leitner et al. (2004).

Respecto a la correlacion entre la CE y el RCS, al considerar todos los datos
conjuntamente, se obtuvo una correlacién positiva pero moderada (r = 0,33). McDougall et
al. (2001) encontraron una correlacion de -0,37 entre el RCS y la impedancia (inversa de la
CE), afirmando que la impedancia no seria un buen indicador de mamitis en ganado ovino
por los resultados obtenidos en dicho trabajo. Peris et al. (1991) observaron que la
correlacion entre la CE y el RCS fue significativa en los primeros chorros y en la leche de
apurado (0,53 y 0,52 respectivamente), pero no en la fracciéon de leche de maquina. La
correlacion global encontrada por Diaz et al. (2011) en ganado caprino fue similar a lo
observado en este trabajo (0,38), siendo significativa dnicamente cuando los RCS eran
bajos (<500 x 10% cel/mL) o altos (> 2000 x 10° cel/mL).

A pesar de que en el punto de corte (4,2 mS/cm) de la Se y la Sp no se obtuvieron
altos valores (56,73% y 55,29%, respectivamente), se observo un alto VPN (87,16%), por
lo que el uso de umbrales absolutos de CE para la deteccion de mamitis seria mas preciso y
fiable a la hora de descartar glandulas sanas que para detectar glandulas mamiticas. En el
caso de glandulas en las que se produjera una alerta, seria necesario el uso de otros
métodos para confirmar la enfermedad y asi evitar un coste en innecesario en tratamientos
sin estar la glandula realmente infectada. Peris et al. (1989), obtuvieron mejores resultados
qgue los observados en este trabajo. Con un umbral de 5 mS/cm, lograron clasificar
correctamente el 87,9% de las muestras, obteniendo una sensibilidad del 60,2% y una Sp
del 91,4% tambien en ganado ovino. Pero también observaron que al tener en cuenta la

diferencia de CE entre las dos glandulas del mismo animal los resultados mejoraban
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considerablemente (70% de Se, 93% de Sp y 89,1% de muestras clasificadas correctamente
para una diferencia entre glandulas superior a 0,3 mS/cm). Los resultados obtenidos por
Caria et al. (2016) también son mejores que los obtenidos en este trabajo; obtuvieron una

Sey Sp del 73,08 y el 75,46%, respectivamente, con un umbral de 4,84 mS/cm.

Estos resultados ponen de manifiesto que para el uso de la CE como método de
deteccion de mamitis en ovino, al igual que apuntaban Diaz et al. (2011), se deberian
desarrollar metodos de deteccion que no se vieran afectados por las variaciones que se
producen en la CE de la leche debidas a factores intrinsecos del animal (numero de parto,
sesion de ordefio y estado de lactacion) y no limitarse al establecimiento de umbrales

absolutos.
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IV. 2. EXPERIMENTO 2. EFECTO DE LA FRACCION DE ORDENO EN LA CE
DE LA LECHE DE OVEJAS MANCHEGAS.

1. INTRODUCCION.

La principal ventaja que presenta la medida de la Conductividad Eléctrica (CE) como
método de deteccion de mamitis es la facilidad con la que puede ser automatizada
mediante la instalacion de conductimetros en los tubos cortos de leche. Esto permite
registrar y analizar datos de cada glandula a medida que son ordefiadas. Dependiendo del
algoritmo utilizado, son comparados con datos anteriores de la misma glandula o animal,
permitiendo una deteccion temprana de la enfermedad (Romero et al., 2012). A causa de
esto, la CE de la leche ha sido ampliamente estudiada en ganado vacuno y también, aunque
en menor medida, en ganado caprino como método de deteccion de mamitis.

Hamann y Zecconi (1998) obtuvieron que el 60% de las variacién de la CE en la
leche de ganado vacuno, eran debidas a su contenido en cloro, sodio y potasio, resultado
similar a los obtenidos por Diaz et al. (2011) en caprino. En ganado ovino, Romero et al.
(2017) observaron que el contenido graso es el mayor responsable de las variaciones de CE
en la leche, seguido del contenido en sodio y cloro. En los tres trabajos se observo que la
CE de la leche no solo varia a causa del estado sanitario de las glandulas, sino que también
se ve afectada por otros factores fisiolégicos como el numero de parto o el estado de
lactacion y la sesion de ordefio (mafiana o tarde) en el caso de ganado ovino.

En ganado vacuno, se ha observado que la fraccion de ordefio afecta a la CE de la
leche y su capacidad para la deteccion de mamitis. Bansal et al. (2005) observaron que la
CE disminuye a medida que avanza el ordefio, y aumenta la diferencia de CE entre
glandulas sanas e mamiticas, concluyendo que los mejores resultados de deteccion de
mamitis se obtendrian en la leche de apurado. Por el contrario, Bruckmaier et al. (2004b) y
Lien et al. (2005) observaron que la mayor diferencia entre la CE de glandulas sanas e
mamiticas se daba en los primeros chorros, afirmando que en esta fraccion se detectaria
mejor la enfermedad.

En pequefios rumiantes, los estudios acerca del efecto de la fraccion de ordefio en la
CE y su capacidad de deteccion de mamitis son escasos. Romero et al. (2012), observaron

en ganado caprino que la CE disminuye a medida que avanza el ordefio tanto en glandulas
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sanas como en las mamiticas, aunque esto no afectdé a la capacidad de deteccién de
mamitis, obteniendo la misma Se en las tres fracciones estudiadas.

En ganado ovino, la deteccion temprana de mamitis adquiere gran importancia
debido a que la mayoria de la leche obtenida se destina a la produccion de queso. Leitner et
al. (2004abc) afirman que la produccion de cuajada es menor en leche proveniente de
glandulas mamiticas que en la de glandulas sanas, siendo mayor el tiempo necesario para
su formacion, resultados que estan de acuerdo con los obtenidos por Bianchi et al. (2004).
En esta especie, son escasos los trabajos acerca de los factores que afectan a la CE de la
leche y su capacidad para la deteccion de mamitis. Peris et al. (1998), observaron que la
mamitis provoca un incremento de la CE de la leche, proponiendo dos umbrales para la
deteccion de mamitis. Un umbral absoluto de 5 mS/cm, con el que clasificaron
correctamente el 87,9% de las muestras, y otro consistente en utilizar la diferencia de CE
entre las dos glandulas, pudiendo clasificar correctamente el 89,1% de las muestras cuando
esta diferencia era mayor de 0,3 mS/cm. Peris et al. (1991) estudiaron el efecto de la
fraccion de ordefio en la CE de la leche, observando una disminucion significativa de la
variable a medida que avanzaba el ordefio. También estudiaron la evolucion del RCS asi
como la correlacion entre el RCS y la CE en las tres fracciones de ordefio, obteniendo que
el RCS aument6 a medida que avanzaba el ordefio, y una correlacion significativa entre la
CE y el RCS en los primeros chorros y en la leche de apurado.

Se ha observado que la fraccion de ordefio tiene un efecto en la CE de la leche, pero
es necesario conocer como afecta a su capacidad de deteccion de mamitis en ganado ovino,
por lo que se planted este experimento con el objetivo de estudiar el efecto de la fraccion
de ordefio en la CE y el RCS, asi como su capacidad de deteccion de mamitis en funcion

de la fraccion de ordefio en la que se mida la variable.

2.  MATERIALES Y METODOS.

2.1. Lugar de realizacion y animales utilizados.

El experimento se realiz6 en la Granja Docente de Pequefios Rumiantes de la Escuela
Politécnica Superior de Orihuela, perteneciente a la Universidad Miguel Hernandez. El
ritmo reproductivo fue de un parto anual, con destete de los corderos al nacimiento y

alimentacion de éstos mediante lactancia artificial. Tras el parto las ovejas pasaron a
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ordefarse dos veces al dia (8:00 y 16:00h) en una sala de ordefio tipo Casse 1x12x12 con
los siguientes pardmetros de ordefio: 36 kPa de nivel de vacio, 180 pulsaciones por minuto
y 50% de relacion de pulsacion.

La dieta, consistente en 2,5 kg diarios de mezcla “unifeed” y paja “ad libitum” se

mantuvo constante a lo largo de la lactacion.

2.2. Disefo experimental y variables estudiadas.

Con el fin de evitar variaciones en la CE debidas a factores ambientales, la toma de
muestras se realizo en una sola sesion. Previamente a dicha toma de muestras y con el fin
de conocer el estado sanitario de las glandulas mamarias, se realizaron tres controles con
un intervalo semanal transcurridos dos meses del parto. En cada control se tomaron
muestras para realizar un analisis bacterioldgico de cada glandula y seguidamente para
analizar el RCS de las glandulas de las 103 ovejas en lactacion presentes en la explotacion
(86 multiparas y 17 primiparas). El segundo dia de toma de muestras, ademas de las
anteriores, se recogieron tres muestras de 100 mL de cada glandula de aquellas cuya
produccion era mayor de 500 mL (178 glandulas): primeros 100 mL, que fueron ordefiados
a mano (F1); leche maquina, recogida utilizando medidores volumétricos durante el ordefio

mecanico (F2); leche de apurado, recogida a mano tras el ordefio mecanico (F3).

2.3. Variables analizadas.

Para el andlisis bacterioldgico, inmediatamente después de la recogida aséptica de 5
mL de leche previamente al ordefio, se sembraron 20 uL de leche en placas de Agar-sangre
de oveja (Biomerieux, Lyon, Francia) que fueron incubadas a 37°C, realizandose un
recuento del crecimiento bacteriano transcurridas 24, 48 y 72h desde la siembra. Para la
clasificacion entre cultivo positivo o negativo se tuvieron en cuenta las recomendaciones
del National Mastitis Council (Harmon et al, 1990). El cultivo se consideré positivo
cuando al menos se observo un crecimiento de cinco colonias idénticas, y negativo si no
habia crecimiento transcurridas 72h de la siembra.

La CE (mS/cm) se midié en las tres fracciones inmediatamente después de su
recogida con un conductimetro de laboratorio (GLP 32, Crison, Alella, Espafia) con

compensacion automatica de temperatura a 25°C. Tras la medida de la CE se separaron dos
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alicuotas de 30 mL de cada una de las tres fracciones. A una de ellas se le afiadio azidiol
para su conservacion y posterior envio al Laboratorio Interprofesional de Leche de la
Comunidad Valenciana, (Espafia), donde se realizé el analisis del RCS (x10° cel/mL)
mediante el método fluorométrico (Fossomatic 5000; Foss, Hillergd, Dinamarca). La otra
alicuota se empled para la determinacién de la composicion macroscopica ((grasa (G),
caseina (Cas), proteina del suero (PS), lactosa (Lac) y cenizas (Cz)). El analisis se realizo
mediante espectroscopia de infrarrojo (Milko Scan FT 120; Foss-electric, Hillergd,

Dinamarca), expresando los resultados en porcentaje sobre la materia hUmeda.

2.4. Definicion del estado sanitario de las glandulas.

Las glandulas fueron clasificadas segin el estado sanitario, en funcién de los
resultados del andlisis bacterioldgico y el RCS. Las glandulas con analisis bacterioldgico
positivo 0 RCS superior a 400 x 10° cel/mL, se clasificaron como glandulas mamiticas. Las
glandulas en las que el anélisis bacteriolégico fue negativo y el RCS inferior a 400 x 10°

cel/mL se clasificaron como glandulas sanas.

2.5. Andlisis estadistico

Con el fin de normalizar la distribucion de los datos y poder aplicar los analisis
estadisticos las variables CE y RCS se transformaron en el logaritmo base 10 (LCE,
LRCS).

La relacion de las variables dependientes LCE y LRCS con los efectos fijos
estudiados se analizd6 mediante un Modelo Lineal Mixto (Proc Mixed, SAS V. 9.2, SAS
Institute, 2012). Se consideraron los siguientes efectos fijos: el estado sanitario de las
glandulas (INF;, con 2 niveles: sanas o mamiticas), el nimero de parto de la oveja (NP,
con 2 niveles: primiparas o multiparas), la fraccion de ordefio (FRAg, con tres niveles:
primeros 100 mL, leche maquina o leche de apurado) y la interaccion entre el estado
sanitario de las glandulas y la fraccion de ordefio. Las interacciones del numero de parto
con el estado sanitario o con la fraccién de ordefio no fueron significativas, por lo que
fueron eliminadas del modelo. Como efecto aleatorio se consider6 la glandula (derecha o
izquierda) anidada a la oveja para modelizar la covarianza entre las observaciones de las

glandulas dentro de cada oveja (Barkema et al, 1997). Se utiliz6 un modelo de ajuste de la
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correlacion de la varianza entre medidas repetidas del mismo animal de tipo “Compound
Simmetry”, al ser el que mejor ajuste presentd de acuerdo a los Aikake Iteration Criterion
(AIC) y Bayesian Iteration Criterion (BIC).

Se analizd la correlacion de la CE con el RCS (Proc Corr, SAS V.9.2. SAS Institute,
2012) de forma global y en cada una de las tres fracciones estudiadas. Se analizd la
relacién entre la composicion de la leche (G, Cas, PS, Lac, Cz) y la CE (Proc Reg, SAS
V.9.2. SAS Institute, 2012). Algunas muestras se dafiaron durante su transporte al
laboratorio para el analisis de la composicion macroscépica de la leche, por lo que las
glandulas de las que no se disponia de datos de composicion en sus tres fracciones no se
tuvieron en cuenta para el estudio de forma global de la relacion de la CE con la
composicion de la leche.

Se calculd la evolucion de la Se, Sp, VPP y VPN para la deteccion de mamitis en
funcién de distintos umbrales de CE, para cada una de las tres fracciones de ordefio. Se
definid la Se como el porcentaje de casos positivos que el método es capaz de detectar o la
probabilidad de que una muestra positiva sea clasificada como tal (verdaderos positivos
respecto de la suma de verdaderos positivos y falsos negativos). La Sp como el porcentaje
de casos negativos que el método es capaz de detectar o la probabilidad de que una muestra
negativa sea clasificada como tal (verdaderos negativos respecto a la suma de verdaderos
negativos y falsos positivos). ElI VPP se definié como la probabilidad de que una glandula
esté infectada cuando la muestra es clasificada como positiva (verdaderos positivos
respecto a la suma de los verdaderos positivos y falsos positivos). Y por ultimo, VPN se
definié como la probabilidad de que una glandula no esté infectada cuando la muestra es
clasificada como negativa (verdaderos negativos respecto a la suma de verdaderos

negativos y falsos negativos).
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3. RESULTADOS.

3.1. Efecto de los factores considerados en la CE y el RCS en leche de ovejas de raza

Manchega.

En la Tabla 1VV.8 se muestran los resultados del analisis estadistico (valor F y nivel de
significacion) de los factores de variacion en la CE y el RCS. Se observd un efecto
significativo de la fraccion de ordefio, el estado sanitario de las glandulas y el nimero de
lactacidn de las ovejas en las dos variables estudiadas. En el caso de la CE, la fraccion de
ordefio causo6 un efecto mas acusado que el estado sanitario de las glandulas o el nimero de
lactacion (F = 19,95, 15,88 y 6,55, respectivamente). En el RCS fue el estado sanitario de
las glandulas el que provoco el efecto méas acusado (F = 112,02), seguido de la fraccion de
ordefio (F = 6,89) y el nimero de lactacion (F = 5,28). La interaccion del estado sanitario
con la fraccion de ordefio sélo tuvo un efecto significativo en el RCS, mientras que en la

CE no fue significativo.

Tabla 1V.8. Resultado del analisis estadistico (valor F y nivel de significacion)
de las variables LCE y LRCS

LCE LRCS
EFECTO (n = 534) (n = 534)
Fraccion 19.95*** 6.89*%**
Estado sanitario 15.88*** 112.02%**
Numero de lactacion 6.55* 5.28*
Fraccion x estado sanitario 1.98"° 8.82%**

LCE: logaritmo de la conductividad eléctrica. LRCS: logaritmo del recuento de
células somaticas. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; NS: No significativo.
n = nimero de observaciones utilizadas en el modelo.

En la Tabla IV.9 se muestran las medias de CE y RCS segun el estado sanitario de
las glandulas y el nimero de parto. La CE de las glandulas mamiticas fue superior a la
obtenida en las glandulas sanas (4,64 vs 3,82 mS/cm). En cuanto a la fraccion de ordefio
(Tabla 1V.10), el mayor valor de CE se registro en F1 (4,27 mS/cm), y disminuyd de forma
significativa a medida que avanzaba el ordefio, siendo de 4,14 y 4,06 mS/cm en F2 y F3,
respectivamente.

El RCS de las glandulas mamiticas (735 x 10% cel/mL) fue superior a las 96 x 10°
cel/mL que se registraron en las glandulas sanas (Tabla 1V.9), observandose un incremento

a medida que progresaba el ordefio, contrariamente a lo que sucedia en la CE, obteniendo
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el mayor valor (306 x 10° cel/mL) en F3, mientras que en F2 y F1 se registraron s6lo 248 x
10° cel/mL (Tabla I1V.10).

Tabla 1V.9. Resultado de la comparacion de medias de LCE y LRCS segun el

estado infectivo de las glandulas.

LCE (Media * ES) LRCS (Media + ES)
(Antilog, mS/cm) (Antilog, x10° cel/mL)
n =534 n =534

Glandulas sanas 0,5936 + 0,0063 1,9849 + 0,0419
(3,92) (96)

Glandulas mamiticas 0,6432 +0,0122 2,8663 + 0,0814
(4,39) (735)
N'S. **x%x **x%x

LCE: logaritmo de la conductividad eléctrica. LRCS: logaritmo del recuento de
células somaticas. ES: Error estandar. N.S.: nivel de significacion. (***P<0.001).
n = Numero de observaciones utilizadas en el modelo.

Tabla 1V.10. Resultado de la comparacion de medias de LCE y LRCS segun la
fraccion de ordefio.

LCE (Media * ES) LRCS (Media £ ES)
Fraccion (Antilog, mS/cm) (Antilog, x10° cel/mL)
n =534 n =534
Primeros chorros (F1) 0,6304% + 0,0077 2,3954% + 0,0522
(4,27) (248)
Leche maquina (F2) 0,6169° + 0,077 2,3952% + 0,0522
(4.14) (248)
Leche Apurado (F3) 0,6080° + 0,0077 2,4862" + 0,0522
(4,06) (306)

LCE: logaritmo de conductividad eléctrica. LRCS: logaritmo del recuento de células
somaticas. ES: Error estandar. a, b, c: Diferentes superindices en una misma
columna indican diferencias significativas a P<0,05. n = NUmero de observaciones
utilizadas en el modelo.

En las Tablas 1V.11 y IV.12 se muestran las medias de LCE y LRCS en funcion del
estado sanitario de las glandulas y la fraccion de ordefio. La evolucion de la CE a lo largo
del ordefio al discriminar entre glandulas sanas e mamiticas fue similar a la observada al
tratar todos los datos en conjunto, siendo la CE de las glandulas sanas (4,02, 3,94, 3,81
mS/cm para F1, F2 y F3 respectivamente) significativamente inferior a la CE registrada en
las glandulas mamiticas (4,54, 4,34, 4,32 mS/cm para F1, F2 y F3 respectivamente) en las
tres fracciones de ordefio. EI RCS también fue significativamente mayor en las tres
fracciones de las glandulas mamiticas que el registrado en las fracciones de las glandulas

sanas. Respecto a la evolucion a lo largo del ordefio, en las glandulas sanas se observé el
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mismo comportamiento que al analizar todos los datos en conjunto, el RCS aument6 a

medida que avanzaba el ordefio, siendo el RCS de la F3 significativamente superior al

registrado en F1 y F2. Sin embargo, en las glandulas mamiticas no se observaron

diferencias significativas entre las tres fracciones.

Tabla 1V.11. LCE segun el estado infectivo de las glandulas y la fraccién estudiada.

LCE (Media + ES)
(Antilog, mS/cm)
n=>534

Glandulas sanas Glandulas mamiticas

N.S.

Primeros chorros (F1)

Leche maquina (F2)

Leche Apurado (F3)

0,6042% + 0,0065 0,6566° + 0,0127
(4,02) (4,54)
0,5961° + 0,0065 0,6376° + 0,0127
(3,94) (4,34)
0,5806° + 0,0065 0,6354°+0,0127
(3,81) (4,32)

*k%

*k*k

*k%

LCE: logaritmo de la conductividad eléctrica. ES: Error estandar. N.S.: nivel de significacién de
la comparacion de medias en la misma fila. (***P<0.001). a, b, c: Diferentes superindices en una
misma columna indican diferencias significativas a P<0,05.

Tabla 1V.12. LRCS segun el estado infectivo de las glandulas y la fraccion estudiada.

LRCS (Media + ES)
(Antilog, x10° cel/mL)
n=534

Glandulas sanas Glandulas mamiticas N.S.

Primeros chorros (F1) 1,9044% + 0,0439 2,8864 + 0,0868 faleie
(80) (770)

Leche maquina (F2) 1,9393% +0,0439 2,8511 +0,0868 ok
(87) (710)

Leche Apurado (F3) 2,1111° + 0,0439 2,8613+0,0868 falele
(129) (727)

LRCS: logaritmo del recuento de células somaticas. ES: Error estdndar. N.S.: nivel de

significacion de la comparacion de medias en la misma fila. (***P<0.001). a, b, c: Diferentes
superindices en una misma columna indican diferencias significativas a P<0,05.

3.2. Relacién de la CE con la macro-composicion de la leche.

En la Tabla IV.13 se muestran los resultados del anélisis de regresion realizado para

estudiar la relacion de la CE con la composicion de la leche y el contenido mineral. Se

obtuvo un alto coeficiente de determinacion tanto al estudiar los datos en conjunto (R* =

0,89) como al hacerlo en cada una de las tres fracciones de ordefio (R? = 0,94, 0,94 y 0,86
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para F1, F2 y F3, respectivamente). De forma global, el componente que explicé una
mayor varianza de la CE fue la grasa, seguida de la proteina del suero y la lactosa, las tres
variables mostraron una relacion negativa con la CE. En las fracciones 2 y 3, también fue
la grasa la que obtuvo un mayor R2, seguida de la proteina del suero y la lactosa. En
cambio, en la F1, las variaciones de la CE son producidas en mayor medida por la lactosa
(Rzparcm = 0,61), quedando la grasa relegada a un segundo puesto, y el contenido en caseina
en tercer lugar. En esta fraccion la proteina del suero no mostro un efecto significativo en
la variacion de la CE, por lo que fue eliminada del modelo. El contenido en caseina solo
mostrd un efecto significativo en la variacion de la CE en la leche de los primeros chorros,
por lo que fue eliminada del modelo al analizar los datos en conjunto y en las fracciones 2

y 3.

Tabla 1V.13. Relacion entre la CE y la macro-composicién de la leche.

. Estadistico
Variables ) . Modelo
Parametro ES R“parcial

Intercepto 14,2502 0,2406 n 297

Grasa (%) -0,1846 0,0048 0,4495 R? 0,8908
Global | actosa (%) -0,1703 0,0400 0,3048 F-valor 780,35

Proteinal del -1,4056 07422 01365 p-valor <0,0001

suero (%)

Intercepto 12,5426 0,1726 n 137
Primeros | actosa (%) -0,1637 0,0098 0,6066 R? 0,9468
Chorros o
(F1) Grasa (%) -0,2825 0,0197 0,2582 F-valor 788,32

Caseina (%) -1,2962 0,0321 0,0802 P-valor <0,0001

Intercept 14,5675 0,3909 n 142
Leche  Lactosa (%) -1,7620 0,0613 0,7145 R? 0,9423
mézgg;na Grasa (%) -0,1984 0,0092 0,1987 F-valor 750,96

Proteina del 11,3229 0,587  0,0291 p-valor <0,0001

suero (%)

Intercept 14,2988 0,4421 n 129
Leche  Grasa (%) -1,4643 0,1394 0,3886 R? 0,8630
Ap(lllzgé;do Lactosa (%) -0,1658 0,0078 0,3535 F-valor 262,48

Proteina del 11,7460 00753  0,1208 p-valor <0,0001

suero (%)
ES: Error estandar. R*: Coeficiente de regresién. n = nimero de observaciones utilizadas en el modelo.
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3.3. Correlacion del RCS y la CE de la leche.

En la Tabla IV.14. se muestran los resultados del estudio de la correlacion de la CE y
el RCS de forma global y en cada una de las fracciones estudiadas. La correlacion entre la
CE y el RCS obtenida fue moderada y significativa en las tres fracciones de ordefio,
obteniendo similares coeficientes de correlacion. EI mayor valor se registro en la F2 (r =
0,495), seguido de F1 (r = 0,488) y F3 (r = 0,454).

Tabla 1V.14. Resultados del estudio de Correlacion de la CE y el RCS.

Fraccion n r NS
Primeros chorros (F1) 178 0,48838 P<0,0001
Leche Maquina (F2) 178 0,49522 P<0,0001
Leche de apurado (F3) 178 0,45359 P<0,0001
Global 534 0,47290 P<0,0001

r: coeficiente de correlacion. n: nimero de observaciones utilizadas en el modelo.
NS: Nivel de significacion.

3.4. Deteccidon de mamitis mediante umbrales absolutos de CE y RCS.

En las gréaficas 1V.7 y 1V.8 se muestra la Se, Sp (Figura IV.7) y el VPP y el VPN
(Figura 1V.8) obtenidos al aplicar diversos umbrales de CE para la deteccion de mamitis en
las tres fracciones estudiadas. Para todos los umbrales de CE ensayados, se obtuvo mejor
Se, pero peor Sp en la F1, disminuyendo la Se y aumentando la Sp a medida que avanza el
ordefio. En las tres fracciones de ordefio se observd un descenso de la Se y un incremento
de la Sp al incrementar el valor del umbral de CE. El punto de corte entre la Se y la Sp
vario en funcion de la fraccion de ordefio (4,2, 4,1, y 4,0 mS/cm en la F1, F2 y F3,
respectivamente). Los valores de Sp y Se obtenidos en los tres casos fueron moderados,
destacando los obtenidos en la F3 (51,72% de Se y 54,36% de Sp con un umbral de 4,0
mS/cm). En el punto de corte entre Se y Sp en la F2 (umbral de 4,1 mS/cm) se obtuvo
igual Se, pero la Sp fue menor (50,34%). En la F1 solo se obtuvo un 48,28% de Se y un
49,66% de Sp.
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Se obtuvo un VPN superior al 80% en las tres fracciones de ordefio y en todos los
umbrales de CE ensayados, pero el VPP solo fue superior al 20% a partir de un umbral de
4,5 mS/cm en F1, 4,4 mS/cm en F2, y 4,2 mS/cm en F3, alcanzandose los mayores valores
en el umbral de 4,7 mS/cm en todas las fracciones, siendo la F3 la fraccion que obtuvo el

mayor VPP.

Figura IV.7. Se y Sp de la lectura de la CE para la deteccion de mamitis en

funcién de la fraccién de ordefio.
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Figura 1V.8. Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN) de
la lectura de la CE para la deteccion de mamitis en funcion de la fraccion de ordefio.
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En las gréficas 1V.9 y 1V.10 se muestra la Se, Sp (Figura IV.9) y el VPP y el VPN
(Figura 1V.10) obtenidos al aplicar diversos umbrales de RCS para la deteccion de mamitis
en las tres fracciones estudiadas. No se observaron diferencias relevantes entre los valores
de Se y Sp obtenidos en las tres fracciones para un mismo umbral. Al igual que en la CE,
se observd un descenso de la Se y un incremento, aunque no tan acusado, de la Sp a
medida que se incrementaba el umbral de RCS.

El punto de corte de la Se y la Sp se sitta entre las 100 y las 200 x 10° cel/mL en
las tres fracciones de ordefio. Para un umbral de 100 x 10° cel/mL, se obtuvieron valores
muy altos de Se y Sp en las dos primeras fracciones (82,76 y 77,85% y 75,86 y 71,14% en
F1 y F2, respectivamente). En la F3, la Se también fue muy elevada (72,41%) pero se
obtuvo un valor moderado de Sp (49,66%). Para ese mismo umbral se registré un elevado
VPN, pero el VPP fue muy bajo (42,11, 33,85y 42,11% en F1, F2 y F3 respectivamente).
Al establecer el umbral para la deteccién de mamitis en 200 x 10° cel/mL disminuy® la Se
en las tres fracciones, situandose en torno al 60%. La Sp, al igual que el VPP mejoré con
respecto al umbral de 100 x 10° cel/mL y el VPN sigui6 en torno al 90%. Al elevar el
umbral a 400 x 10° cel/mL, disminuyé la Se, pero mejoré el VPP del método (70,83%,
78,95% y 66,67% en F1, F2 y F3 respectivamente), mientras que la Sp, asi como el VPN
se mantuvo en torno al 90% en las tres fracciones de ordefio. Con este umbral, los mejores
resultados se obtuvieron en la F1, con una Se del 58,62%, Sp del 95,30%, VPP del 70,83%
y VPN del 92,21%.

Figura 1V.9. Se y Sp del RCS para la deteccion de mamitis en funcién de la
fraccion de ordefio.
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Figura 1V.10. Valor Predictivo Positivo (VPP) y Valor Predictivo Negativo (VPN)
del RCS para la deteccion de mamitis en funcion de la fraccion de ordefio.
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4. DISCUSION.

Los valores obtenidos en las tres fracciones de ordefio, asi como la evolucion de la
CE son similares a los obtenidos por Peris et al. (1991) en ganado ovino, quienes también
obtuvieron que la CE medida en la F1 era significativamente superior a la de leche
maquina y ésta a su vez significativamente mayor que la registrada en F3, esto también
coincide con diversos estudios realizados en ganado vacuno (Bansal et al., 2005;
Bruckmaier et al., 2004a; Lien et al., 2005) y en caprino (Romero et al., 2012). Al
discriminar entre glandulas sanas e mamiticas, se observé el mismo comportamiento en los
registros de CE en las glandulas sanas. En las glandulas mamiticas a pesar que también se
obtuvo un descenso de la CE, no presento diferencias significativas entre F2 y F3. La
diferencia de CE entre glandulas sanas e mamiticas fue ligeramente superior en la F1 (0,52,
0,40, 0,41 mS/cm para F1, F2, F3 respectivamente), coincidiendo con los estudios
realizados en ganado vacuno por Bruckmaier et al. (2004b) y Lien et al. (2005), quienes
observaron que la mayor diferencia entre la CE de glandulas sanas e mamiticas se daba en

los primeros chorros, afirmando que en esta fraccion se detectaria mejor la enfermedad.
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Por el contrario, Bansal et al. (2005) también en vacuno, afirmaron que seria mejor utilizar
la leche de apurado que la de los primeros chorros para discriminar entre glandulas sanas e
mamiticas debido a que al final del ordefio aumentaban las diferencias entre las variables

estudiadas.

Una gran varianza de la CE ha sido explicada por variaciones en la composicién de
la leche (R®= 0,89, 0,95, 0,94 y 0,86 de forma global y en F1, F2, y F3, respectivamente),
siendo en F3 la grasa el componente que explica la mayor parte de esta varianza. Esto esta
de acuerdo con Prentice (1962) y Muchetti et al. (1994), quienes observaron que los
glébulos de grasa incrementan la distancia real en la migracion de iones que tienden a
cruzarse entre los dos electrodos del conductimetro. En ganado ovino McKusick et al.
(2002) observaron que el contenido graso de la leche alveolar era significativamente
superior al medido en la leche cisternal. Por otro lado, y de acuerdo con lo anterior,
Nielsen et al. (2005) y Bansal et al. (2005) en ganado vacuno, observaron que el contenido
graso de la leche tiende a aumentar durante el ordefio. Esto unido a que en F3 la mayor
varianza de CE se debe al porcentaje de grasa en la leche, explicaria que la CE en dicha
fraccion sea inferior a la obtenida en las otras dos fracciones, de acuerdo con Peris et al.
(1991), quienes afirmaron que la disminucion de la CE en la F3 respecto a las otras dos
fracciones de ordefio podria ser a causa de un incremento del contenido graso en dicha

fraccion.

La lactosa es la responsable de la mayor parte de la varianza de la CE en F1 y F2
(R%amm = 0,61 y 0,71, respectivamente), seqguida de la grasa. En las tres fracciones se
observo una relacion negativa y significativa del contenido en lactosa y la CE de la leche,
de acuerdo con lo registrado por Fernando et al. (1985) en ganado vacuno y Caria et al.
(2016) en ovino. Segun Hamann y Zeconni (1998), la lactosa es el componente lacteo méas
importante en la regulacion de la presion osmética de la leche. Para una misma presion
osmotica, el contenido en lactosa es inversamente proporcional a la concentracion del CI'.
El paso del i6n cloruro al lumen alveolar desde el torrente sanguineo se ve favorecido por
el deterioro de las membranas de las células epiteliales de la glandula mamaria, siendo
contrarrestado por una disminucion de lactosa. Al mismo tiempo que el deterioro de los
lactocitos produce también un descenso de la sintesis de lactosa (Shuster et al., 1991). De

acuerdo con lo anterior, una infeccion intramamaria puede provocar un descenso de la
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cantidad de lactosa desde el 3% observado por Bianchi et al. (2004) hasta el 25% obtenido
por Leitner et al. (2004). El incremento de la CE registrado en las tres fracciones de ordefio
de glandulas mamiticas es debido a dos razones. Por una parte, se explica por la
disminucion de la sintesis de lactosa causada por el establecimiento de una infeccion
intramamaria, y por otro lado, a causa de la disminucion en la sintesis de grasa observado
por Albenzio et al. (2002), Leitner et al. (2004), Bianchi et al. (2004) y Santos et al. (2007)

en la leche de glandulas mamiticas de ganado ovino.

Por lo que respecta al RCS, el incremento que se registré en F3 respecto a F1y F2 en
las glandulas sanas concuerda con lo obtenido por Bansal et al. (2005) y Peris et al. (1991)
en ganado ovino, quienes de forma general observaron que el RCS de la fraccion de
apurado fue significativamente superior al registrado en la leche maquina y en los primeros
chorros. Sin embargo, en las glandulas mamiticas no se observaron diferencias
significativas entre el RCS de las distintas fracciones, lo que explica que la interaccion del
estado sanitario con la fraccion de ordefio fuera significativa. Los resultados obtenidos en
las glandulas mamiticas contradicen los resultados obtenidos por Bansal et al. (2005) en
ganado vacuno, y Romero et al. (2012) en caprino, quienes también obtuvieron mayor

RCS en la fraccion de apurado incluso en las glandulas mamiticas.

Los coeficientes de correlacion entre la CE y el RCS obtenidos fueron
significativos pero moderados tanto al estudiar los datos en conjunto (r = 0,47) como por
separado (r = 0,49, 0,50, y 0,45 para F1, F2 y F3 respectivamente). En todos los casos
fueron superiores al registrado por Caria et al. (2016) en ovejas Sardas (r = 0,31). Peris et
al. (1991) también obtuvieron correlaciones significativas entre la CE y el RCS, pero solo
en F1y F3 (0,53 y 0,52 respectivamente), en cambio en la fraccion de leche de maquina la
correlacion obtenida no fue significativa. McDougall et al. (2001) encontraron una
correlacion de -0,37 entre el RCS y la impedancia (inversa de la CE), afirmando que la
impedancia no seria un buen indicador de mamitis en ganado ovino por los resultados

obtenidos en dicho trabajo.

Se observaron ligeras variaciones en cuanto a la Se y la Sp obtenidas en las tres
fracciones para un mismo umbral de CE. La Se disminuy6é a medida que incremento el

umbral de CE, observandose al mismo tiempo un incremento de la Sp. Esto es debido a
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gue con umbrales muy bajos, la mayoria de glandulas mamiticas seran clasificadas como
tal, pero también se clasificardn como mamiticas muchas glandulas sanas, es decir, el
porcentaje de falsos negativos sera muy elevado (bajo VPP). Al igual que observaron
Romero et al. (2017). El punto de corte de la curva trazada por la Se con la trazada con la
Sp varié en funcién de la fraccion de ordefio, produciéndose en 4,2 mS/cmenlaFly 4,1y
4,0 mS/cm en F2 y F3, respectivamente. Tanto la Se como la Sp obtenidas en este punto
oscilaron en torno al 50% en los tres casos, siendo ligeramente més elevadas las registradas
en F3, de acuerdo con lo observado por Bansal et al. (2005) en ganado vacuno. En cambio,
Romero et al. (2012), en ganado caprino, no observaron diferencias entre la Se y Sp en las
tres fracciones de ordefio independientemente del umbral de CE empleado.

El VPP obtenido fue inferior al 20% en las tres fracciones con umbrales inferiores a
4,3 mS/cm, con umbrales superiores, mejord el VPP, pero cabe recordar que la Se para
dichos umbrales fue inferior al 50%. EI VPN fue en las tres fracciones y para todos los
umbrales propuestos superior al 80%. Romero et al. (2017) también observaron que el
VPN del método era superior al VPP, concluyendo que el uso de la CE para la deteccion de
mamitis, seria mas preciso a la hora de descartar glandulas sanas que detectar glandulas
mamiticas. En las glandulas en las que se produjera una alerta, seria recomendable el uso
de otros métodos para confirmar la enfermedad y evitar un coste innecesario en

tratamientos.

Los resultados obtenidos por Peris et al. (1998) en ganado ovino fueron mejores que
los obtenidos en este trabajo, siendo capaces de clasificar correctamente el 87,9% de las
muestras, obteniendo una Se del 60,2% y una Sp del 91,4% al establecer un umbral de 5
mS/cm. Resultados que mejoraron al tener en cuenta la diferencia de CE entre las dos
gldndulas del mismo animal (70% de Se, 93% de Sp y 89,1% de muestras clasificadas

correctamente para una diferencia entre glandulas superior a 0,3 mS/cm).

Los valores de Se, Sp, VPP y VPN también variaron ligeramente en funcion de la
fraccion al establecer umbrales absolutos de RCS para la deteccion de mamitis. Los
mejores resultados se obtuvieron con bajos umbrales de RCS. Al incrementar el umbral, a
pesar de mejorar el VPP del método, la Se disminuiria considerablemente, por lo que

muchos casos no serian detectados. Si la finalidad del método es detectar el mayor nimero
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de glandulas mamiticas, los mejores resultados se obtendrian con umbrales inferiores a de
500 x10% cel/mL. Con umbrales superiores, disminuiria la capacidad de deteccién de
glandulas mamiticas, pero si lo que se pretende es redecir los falsos positivos, aunque sea

menos sensible, seria recomendable subir el umbral.

Los resultados obtenidos, corroboran estudios previos en ganado vacuno
(Bruckmaier et al., 2004a,b; Lien et al., 2005; Bansal et al., 2005), caprino (Romero et al.,
2012) y ovino (Peris et al., 1991) que ponen de manifiesto las variaciones que se dan en la
CE y el RCS en funcién de la fraccion de ordefio, provocando una variacion de la
capacidad para deteccion de mamitis en funcidén de la fraccion de muestreo, a pesar de que

en nuestro estudio esta variacion no fue muy acusada.

V. 3. CONCLUSIONES.

A partir de los resultados encontrados en los 2 experimentos incluidos en este ensayo
se puede concluir que el estado de lactacidn, el numero de parto, la sesion de ordefio
(mafana o tarde), la fraccion de leche ordefiada, la composicion de la leche y el estado

sanitario de la glandula mamaria tienen un efecto significativo en la CE de la leche

Concretamente y para cada uno de los factores estudiados se observo que:

e Las ovejas multiparas sanas presentaron una mayor CE que las primiparas sanas.

e Las glandulas con mamitis infecciosa, presentaron una CE significativamente mayor a
la de las sanas o las que presentaron infeccion latente. Solo se dieron diferencias
significativas en la CE entre glandulas sanas y con infeccion latente en las ovejas
primiparas.

e La CE vari6 en funcion del estado de lactacion de los animales, independientemente del
estado sanitario de las glandulas o del nimero de lactacion.

e La CE medida al inicio del ordefio fue superior a la leche maquina y esta a su vez a la
de la leche de apurado en las glandulas sanas; en las mamiticas no hubo diferencias
entre la CE de los primeros chorros y la leche maquina.

e Tanto la Se y la Sp como el VPP y el VPN para un mismo umbral de CE, variaron en
funcién del ordefio (mafiana o tarde), el nimero de parto de los animales o la fraccion

de leche estudiada.
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Debido a ello, para desarrollar métodos de deteccion de mamitis en ovino utilizando
la medida de la CE es necesario considerar todos los factores que han presentado un efecto
significativo en la lectura de la CE. Una opcion préctica a contemplar para minimizar estos
factores consiste en el seguimiento individualizado diario de la CE de cada una de las
glandulas, tal y como se ha constatado en otras especies como el vacuno y caprino y
aplicar diferentes algoritmos que contemplen estos factores de variacion. Para ello, es
necesario realizar mas estudios en los que se determine la evolucion de la CE en los dias
posteriores a la instauracion de la infeccion intramamaria en la glandula mamaria, y se
desarrollen métodos fiables de lectura de la CE “on-line” durante el ordefio que optimicen
los resultados de Se y Sp en la deteccion de mamitis.
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V. EFECTO DEL ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION INTRAMAMARIA
EN LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA DE LA LECHE DE OVEJA DE RAZA
MANCHEGA Y ESTUDIO DE VARIOS ALGORITMOS PARA SU DETECCION
ON-LINE.

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

La mamitis en ovino lechero, tanto clinica como subclinica, produce pérdidas
economicas debido a la disminucion de la produccion y del rendimiento quesero (Leitner et
al, 2008). A todo esto, hay que sumar los gastos producidos por el coste de los
tratamientos, las pérdidas por los periodos de retirada de leche tras la aplicacion de dichos
tratamientos e incluso en algunos casos la mamitis produce la muerte del animal, o pérdida
completa de una o varias glandulas.

La importancia de la mamitis subclinica radica en su dificultad para ser detectada por
el ganadero, por lo que éste no puede tomar medidas al respecto. Leitner et al. (2008)
afirman que en un rebafio con un 75% de glandulas infectadas, se puede alcanzar una
disminucion de la produccion del 12,2% en ganado ovino, mientras que en ganado caprino,
con el mismo porcentaje de glandulas infectadas, las pérdidas pueden ser del 2,3%. La
mamitis también provoca una alteracién de la composicién de la leche y su consecuente
disminucion del rendimiento quesero, mas acusado en ovino que en ganado vacuno o
caprino (Leitner et al., 2011). Otro problema unido a la mamitis subclinica es que, al no ser
detectada, no se aplica ningun tratamiento a los animales infectados, por lo que la
enfermedad suele persistir en lactaciones posteriores (Gonzalo et al., 2004). Debido a ello,
en ganado ovino es de gran importancia el desarrollo de técnicas que permitan una
deteccion temprana y eficaz de los casos de mamitis, que ayuden a minimizar las pérdidas
econdmicas que conlleva dicha enfermedad.

La principal ventaja que presenta la medida de la Conductividad Eléctrica (CE) como
método de deteccion de mamitis es la facilidad con la que puede ser automatizada
mediante la instalacion de sensores de CE en los tubos cortos de leche. Esto permite
registrar y analizar datos de cada glandula a medida que son ordefiadas. Como ya se Vvio en
el Ensayo 1 de esta Tesis, en ganado ovino Manchego hay diversos factores no infecciosos

que afectan a la CE, por lo que el establecimiento de umbrales absolutos de CE para la
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deteccidn de mamitis no alcanza unos resultados de sensibilidad o especificidad deseables.
Este aspecto también se ha visto en cabras Murciano-Granadinas (Diaz et al., 2011).

Para mejorar la deteccion de mamitis utilizando la medicion de la CE en la leche, en
ganado vacuno se desarrollaron algoritmos de calculo capaces de obtener una Sp del 95% y
Se del 96 y del 100% para mamitis clinicas y subclinicas, respectivamente, con un
intervalo de confianza del 95%, empleando el método de la sefial de busqueda (Tracking
Signal Method, De Mol et al., 1999). Entre la bibliografia consultada, el algoritmo mas
empleado es el basado en la comparacion del valor de la CE del ordefio actual con la media
movil de los Ultimos ordefios, fijando un incremento a partir del cual se dé la sefial de
alarma. Con este método, Mele et al. (2001) utilizando los datos de los ultimos 14 ordefios
obtuvieron una Se del 87 y 89% para mamitis clinica y subclinica respectivamente y una
Sp del 88%, pero en el célculo de la Sp solo tuvieron en cuenta datos de animales que
permanecieron sanos durante todo el experimento.

En pequefios rumiantes, aunque en menor medida, también se ha estudiado el empleo
de algoritmos que incluyen la CE para la deteccion de mamitis. Diaz et al. (2012)
observaron que durante los dias inmediatamente posteriores a la instauracion de la
infeccion intramamaria en ganado caprino se producia una elevacion significativa de la
CE, que variaba de magnitud segun el patdégeno causal. En un trabajo posterior, Romero et
al. (2014) estudiaron en caprino el empleo de algoritmos que comparaban la medida diaria
e individual de la CE de la leche glandular con su media mdvil, siendo capaces de
clasificar todos los casos de mamitis clinica, aungque obtuvieron diferentes resultados en los
casos subclinicos, en funcion del algoritmo. La mayor Se (58,3%) la obtuvieron al
considerar como positivos aquellos casos en los que la CE del dia en cuestion se desviaba
al menos tres veces la desviacion tipica de su media movil (calculada con los valores de los
cuatro dias previos). Zaninelli et al. (2015), en un trabajo en el que incluyeron unos
sensores de CE en pezoneras comerciales, con lo que podian medir la CE por glandula “on-
line”, fueron capaces de obtener una Se del 80% aunque una Sp entre el 25 y el 42,9%,
dependiendo del algoritmo de calculo utilizado para la deteccion de mamitis en cabras de
raza Saanen. El mismo grupo, en un trabajo anterior utilizando el modelo “Fuzzy Logic”
habian obtenido resultados superiores: Se del 81% con una Sp del 69% (Zaninelli et al.,
2014).

En ganado ovino los estudios son muy escasos. Peris et al. (1989) observaron que la

mamitis provoca un incremento de la CE de la leche y propusieron dos umbrales para la
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deteccion de mamitis. Uno de ellos de 5 mS/cm para diagnosticar las glandulas con
mamitis, logrando una Se del 60,2% y una Sp del 91,4%, con un 87,9% de las muestras
clasificadas correctamente. El otro umbral consistia en utilizar una diferencia de CE entre
las dos glandulas del mismo animal de 0,3 mS/cm, encontrando mejores resultados (70%
de Se, 93% de Sp y 89,1% de muestras clasificadas correctamente). McDougall et al.
(2002) no encontraron diferencias significativas entre la impedancia (propiedad inversa de
la CE) de glandulas sanas e infectadas, aunque si obtuvieron una correlacion negativa, pero
de bajo valor, entre la impedancia y el RCS (r = -0,27). En estudios mas recientes, Caria et
al. (2016) a partir de la CE medida en muestras obtenidas a nivel de glandula en ovejas
Sardas y utilizando un andlisis ROC (“Receiver Operation Characterstic”) eligieron como
umbral de discriminacion una CE de 4,835 mS/cm, con el que los valores de Se, Sp y area
bajo la curva fueron 73,08%, 75,46% y 0,804% respectivamente. Seguidamente testaron un
prototipo desarrollado para la medida en tiempo real de la CE, con el que, utilizando ese
umbral, fueron capaces de clasificar correctamente el 64,7% de las muestras que
presentaron RCS > 700.000 cel/mL y el 76,5% de muestras con bajo RCS (< 700.000
cel/mL), destacando los autores el bajo porcentaje de falsos negativos obtenido (8,8%).
Con el fin de conocer el efecto de la instauracion de la infeccion intramamaria en la
CE de la leche de oveja Manchega, se plante6 este ensayo con dos objetivos. Estudiar el
efecto de la instauracion de la infeccion intramamaria en la CE de la leche glandular y su
evolucion en el tiempo siguiente a la infeccion. Y evaluar la capacidad de deteccion de
mamitis de diversos algoritmos basados en la medida diaria de la CE de la leche glandular
utilizando un conductimetro de laboratorio y un prototipo disefiado para la lectura
automatica diaria de la CE de la leche a nivel de glandula mamaria durante el ordefio

mecanico.
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2.  MATERIALES Y METODOS.

2.1. Lugar de realizacion y animales utilizados.

El experimento se realiz6 en la Granja Docente de Pequefios Rumiantes de la Escuela
Politécnica Superior de Orihuela, perteneciente a la Universidad Miguel Hernandez. El
ritmo reproductivo fue de un parto anual, con cubricién en octubre-noviembre y partos
programados para mediados de abril. Las ovejas amamantaron a los corderos hasta su
destete, y la leche no consumida por los corderos se ordefiaba una vez al dia para evitar un
descenso de la produccion. El destete se realiz6 al cumplir los corderos el mes de vida y las
ovejas pasaron a ordefiarse dos veces al dia (8:00 h y 16:00 h) en una sala de ordefio tipo
Casse 1x12x12 en linea baja, con los siguientes parametros de ordefio: 36 kPa de nivel de
vacio, 180 pulsaciones por minuto y 50% de relacion de pulsacién. Las glandulas se
ordefiaban por separado, y en el tubo corto de leche se instalé el prototipo para la medicion
de la CE *“on-line” descrito en Materiales y Métodos.

La alimentacion de las ovejas, consistente en 2,5 kg diarios/oveja de mezcla
completa (unifeed) especial para ovejas de alta produccion lechera, se administrd repartida
en dos tomas, y se mantuvo constante a lo largo de todo el experimento. Los animales
también disponian de bloques vitaminico-minerales asi como de paja de cereal ad libitum.

El agua era suministrada a voluntad en bebederos de cazoleta con boya de nivel constante.

2.2. Disefio experimental y variables estudiadas.

El experimento tuvo una duracion de 7 semanas: una semana de periodo pre-
experimental, empleado para seleccionar los animales y 6 semanas de periodo

experimental.

Seleccion de animales. Tras el destete de los corderos (un mes después del parto) se
inicié el periodo pre-experimental en el que se realizaron dos controles con un intervalo
entre ambos de seis dias a las 50 ovejas en lactacion presentes en la explotacion. En estos
controles se tomaron 5 mL de leche de cada glandula de forma aséptica antes del ordefio de
la mafana, que se utilizaron para el analisis bacteriologico. Posteriormente, las glandulas

de cada oveja se ordefiaron por separado recogiendo la leche en medidores volumétricos de
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donde se extrajo una muestra representativa de 100 mL tras anotar la produccion. Esta
muestra se utilizé para analizar el RCS y la CE.

Con la informacion obtenida en este periodo, se seleccionaron 26 animales (15
ovejas que producian menos de 400 mL/glandula y 11 de mas de 400 mL/glandula) libres

de infeccion intramamaria que se utilizaron en el periodo experimental.

Periodo experimental. EI Periodo Experimental se inicio tres dias después del
segundo control Pre-experimental y tuvo una duracién de 6 semanas divididas en dos fases.
En la primera fase del Periodo Experimental (dos semanas), con el fin de establecer unas
condiciones previas a la instauracion de la infeccion, se midi6 diariamente la produccion y
la CE de ambas glandulas de cada animal en ambos ordefios (marfiana y tarde). Después de
esta primera fase, los animales se sometieron a una serie de situaciones desfavorables para
su salud (SDS) que pueden darse en explotaciones comerciales y que aumentan la
exposicion a la entrada de patdgenos a través de los pezones durante el ordefio. Estas
situaciones desfavorables fueron:

a) Ordefiar consecutivamente una oveja sana después de otra con infeccidn
intramamaria, habiendo disminuido el didmetro de los tubos cortos de leche (con lo que se
disminuye el volumen de evacuacion) y taponar los orificios de las pezoneras, lo que
favorece la inmersion del pezon en leche y la consiguiente infeccion, al mismo tiempo que
se provocaban fluctuaciones cruzadas permitiendo entradas bruscas de aire por una
pezonera;

b) Elevar el nivel de vacio (NV) en el ordefio a 40 kPa;

¢) Sobreordefio de 3 minutos;

d) Y por ultimo, la eliminacion del sellado de pezones con yodo tras el ordefio.

Las glandulas fueron sometidas a SDS hasta que se obtuvo un numero suficiente de
casos de glandulas infectadas (Tabla V.1.). Tras finalizar las SDS, el experimento se alargd
durante cuatro semanas mas para poder observar la evolucion de las variables estudiadas

tras el establecimiento de la infeccion intramamaria.

Definicidn del estado sanitario de las glandulas. Las glandulas fueron clasificadas
segun el estado sanitario, en funcion de los resultados del analisis bacterioldgico (realizado

segun la metodologia descrita en Materiales y Métodos Generales) y el RCS.
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La clasificacion entre cultivo bacterioldgico positivo o negativo se realizé teniendo
en cuenta las recomendaciones del National Mastitis Council (Harmon et al. 1990); se
considerd que el cultivo era positivo al observarse un crecimiento de al menos cinco
unidades formadoras de colonia (u.f.c.) en el area de siembra, y negativo si no habia
crecimiento transcurridas 72 h de la siembra. Se clasificaron como cultivos mixtos cuando
se observaron dos microorganismos de morfologia colonial diferente (mas de cinco
u.f.c./area de siembra) y su distribucion fue equitativa desde la zona de inoculacion inicial
y a lo largo del area de siembra, sugiriendo la implicacion de ambos en la infeccion de la
glandula. Si el crecimiento fue de tres o mas colonias distintas, el cultivo se clasificO como
contaminado.

En las muestras que resultaron positivas se aislaron los microorganismos y fueron
congelados en leche con glicerol al 2% a -4°C hasta la finalizacion de los experimentos,
momento en el que se realizé la identificacion del género bacteriano. Esta identificacion se
efectué mediante la tincion de Gram vy la prueba de catalasa en aquellas colonias de
morfologia compatible con microorganismos Gram positivos. Por altimo, en el caso de los
estafilococos se realizé la identificacion de la especie bacteriana mediante el empleo del kit
Apistah (Bio Merieux, Francia), mientras que los compatibles con enterobacterias se
identificaron mediante el kit BBL Enterotube 11, BD Diagnostic Systems (Alemania).

Las glandulas con andlisis bacteriolégico positivo y RCS superior a 400 x 10°
cel/mL, se clasificaron como glandulas mamiticas. Las glandulas en las que el analisis
bacterioldgico fue negativo y el RCS inferior a 400 x 10° cél/mL se clasificaron como
glandulas sanas. No se dieron casos en los que el anélisis bacterioldgico fuera positivo sin
ir acompafiado de una elevacion del RCS ni elevaciones del RCS con analisis

bacterioldgicos negativos.

Variables analizadas. El analisis bacterioldgico se realizé con diferente frecuencia,
segun la fase del experimento. Se realizaron tres cultivos bacteriologicos 14, 7, y 3 dias
antes de someter a las glandulas a SDS y el mismo dia del inicio de las SDS antes del
ordefio matutino. Posteriormente se realizaron cultivos diariamente para la confirmacion
del estado sanitario de las glandulas y el dia del establecimiento de la infeccion. Una vez
confirmada la instauracion de la infeccion el experimento se prolongé 4 semanas mas,
realizandose 6 cultivos a los 4, 7, 11, 14, 21, y 28 dias de la instauracion de la infeccion,

para confirmar la presencia y/o la persistencia de la infeccion.
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La produccion de leche se determiné diariamente en el ordefio de la mafiana y de la
tarde mediante medidores volumeétricos, obteniéndose de ellos una muestra representativa
del total ordefiado (100 mL) que se empled para la determinacion de la CE y el resto de
variables, en la frecuencia establecida para cada una.

El RCS (x10° cel/mL) se analizé en el Laboratorio Interprofesional de Leche de la
Comunidad Valenciana mediante el método fluoro-opto-electrénico (Fossomatic 5000;
Foss, Hillerad, Dinamarca) en muestras a las que se habia adicionado azidiol. Se determind
en leche de los dos ordefios de los dias 14 y 7 previo a someter a las glandulas a SDS, de
forma diaria desde tres dias antes hasta transcurridos 14 dias desde las SDS, y se realizaron
4 controles mas a los 18, 21, y 28 dias tras las SDS.

La composicion macroscopica (Grasa, Caseinas, Proteinas del Suero, Lactosa y
Cenizas) y el contenido mineral (Na*, K*, CI") fueron analizados en muestras de leche
tomadas en los dos ordefios de los dias 14, 7 y 3 antes de las SDS, el dia de inicio de las
SDS vy transcurridos 4, 7, 11, 14, 18, 21 y 28 dias de la instauracion de la infeccion. La
composicion macroscopica se analizé mediante espectroscopia de infrarrojo (Milko Scan
FT 120; Foss-electric, Hillergd, Dinamarca), expresando los resultados en porcentaje sobre
la materia himeda. El contenido en Na” y K™ (mg/L) se determind mediante fotometria de
llama, (PFP, JENWAY, Staffordshire, Reino Unido). Para la determinacién del contenido
de CI- (mg/L) se utiliz6 el método de Mohr adaptado para leche (AOAC, 1995), realizando
los analisis siempre la misma persona para evitar el efecto del operario. Las muestras
fueron conservadas mediante congelacion (-18°C) hasta el momento de su analisis.

La CE (mS/cm) se analizé diariamente en el ordefio de la mafiana y en el de la tarde
mediante un conductimetro de laboratorio (GLP 32, Crison, Alella, Espafia) con
compensacion automatica de temperatura a 25°C y mediante el prototipo de conductimetro
disefiado para la medicion on-line durante el ordefio.

Para la medida automatica de la conductividad eléctrica se utilizé un prototipo
intercalado en el tubo corto de leche desarrollado en conjunto por investigadores del grupo
de investigacion “Genética, Bienestar, Calidad y Seguridad Alimentaria en Produccion
Animal” del Departamento de Tecnologia Agroalimentaria e investigadores del
Departamento de Ingenieria de Sistemas Industriales, area de Ingenieria de Sistemas y
Automatismos de la Universidad Miguel Hernandez.

A medida que la leche era ordefiada, fluia a través del prototipo y se registraba su

CE “on-line” (ver Figura 111.8 de Materiales y Métodos generales), para finalmente llegar

127



Estudio de la conductividad eléctrica de la leche de oveja Manchega como método de deteccion de mamitis.

la leche al medidor volumétrico (del que se tomaba la muestra utilizada para medir el resto
de variables). El prototipo constaba de un conductimetro comercial (modelo GLP31,
Crison Instruments, Alella, Espafia) con sonda de CE conductiva de anillos de platino
(Modelo 52-93, Crison Instruments, Alella, Espafia) y sonda de temperatura integrada tipo
PT1000, con un rango de medicion de CE de 2 a 199,9 mS/cm y coeficiente de
compensacion de temperatura del 2%/°C. La temperatura de compensacion era de 25 °C.
La sonda se ubico en el interior de un habitaculo fabricado en cianocrilato y metacrilato, en
el que se alojo la sonda de medicion. El habitaculo donde se ubicaba la sonda estaba
provisto de tres orificios cuyas funciones eran:

e Permitir la entrada de la leche recogida por el tubo corto al mismo tiempo que

era ordefada.

e Permitir la evacuacion de la leche (o su acumulacion si se cerraba la valvula con

la que estaba provisto).

e Permitir la transmision de vacio hasta las pezoneras y la extraccion de la leche

cuando se cerraba la valvula para acumular ésta en el interior del habitaculo.

Para realizar las medidas de CE se cerraba la valvula manual de la camara de llenado
hasta que esta estaba completamente llena. A continuacion se abria la valvula para permitir
la evacuacion de la leche, cerrandola seguidamente para provocar de nuevo el llenado de la
camara, repitiendo esta rutina hasta el final del ordefio de la glandula.

El conductimetro recogia una medida de CE por segundo. Los datos recogidos se
volcaban a un ordenador conectado a la sonda de medicion donde eran almacenados por el
software proporcionado por la empresa fabricante (Crison Instruments, Espafia) en
archivos de texto por separado segun el dia de toma de muestras, glandula ordefiada y tipo
de ordefio (mafiana o tarde). Estos datos se transformaron a datos numéricos con el empleo
de la hoja de Calculo Excel (Microsoft Office, 2013) y finalmente se procesaron con el
software informatico MATLAB para obtener a partir de ellos un valor diario para cada
glandula y ordefio. Este valor tnico se obtuvo como la media de los maximos locales de
cada ordefio, siendo los maximos locales los valores de CE méxima registrados en cada
llenado de la camara de medicion a lo largo del ordefio de cada glandula, valor que se

corresponde con el momento de llenado maximo de la camara.
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2.3. Andlisis estadistico.

Efecto de la instauracion de la infeccion intramamaria sobre las variables.

Para conocer la evolucion de la CE, el RCS y la produccion de las glandulas en
funcién del estado sanitario de las glandulas (INF) a lo largo de los periodos temporales
cercanos a la instauracion de la infeccion (PER), las variables CE y RCS fueron
transformadas en el logaritmo base 10 (LCE, LRCS) con el fin de normalizar la
distribucion de los datos. La comparacion de medias se realizé mediante un Modelo Lineal
Mixto (Proc Mixed, SAS V. 9.2, SAS Institute, 2012). Se consideraron los siguientes
efectos fijos: el estado sanitario de las glandulas (INFi, con cuatro niveles; 0: Ambas
glandulas colaterales de animales permanecieron libres de infeccion todo el experimento;
1. Glandula sana durante el experimento cuya colateral se infectdé a lo largo el
experimento; 2: Glandula infectada cuya colateral permanecio libre de infeccion durante
todo el experimento; 3: Ambas glandulas colaterales de animales infectados bilateralmente
durante el experimento.); la sesion de ordefio (ORDj, con dos niveles: ordefio de la mafiana
o0 de la tarde); el periodo temporal respecto al momento de la instauracion de la infeccion
(PERK, con siete niveles; k=1: Desde 9 hasta 7 dias antes de infeccion, k=2: Desde 6 hasta
4 dias antes de infeccion, k=3: Desde 3 hasta 1 dias antes de infeccion , k=4: Desde 1 hasta
3 dias tras la infeccion, k=5: Desde 4 hasta 6 dias tras la infeccion, k=6: Desde 7 hasta 9
dias tras la infeccion, k= 7: desde 10 hasta 12 dias tras la infeccidn), por altimo se incluy6
la interaccion del estado sanitario de las glandulas con el periodo y con la sesion de
ordefio. Como efecto aleatorio se considerd la glandula (ID: derecha o izquierda) anidada a
la oveja (OV) para modelizar la covarianza entre las observaciones de las glandulas dentro
de cada oveja (Barkema et al, 1997). Se utiliz6 un modelo de ajuste de la correlacion de la
varianza entre medidas repetidas del mismo animal de tipo “Compound Simmetry”, al ser
el que mejor ajuste presentd de acuerdo a los Aikake Iteration Criterion (AIC) y Bayesian
Iteration Criterion (BIC).

Con el fin de analizar la evolucion de las variables estudiadas en las ovejas libres de
infeccion intramamaria, se asignd a cada animal sano uno infectado de referencia, de
similar nivel productivo al que tenia antes de la infeccion y por lo tanto, mismo dia de

instauracién de infeccion (en este caso, de no instauracion de infeccion).
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Relacion de la composicion y el contenido mineral de la leche con la CE.

Para el estudio de la relacion de la composicion fisico-quimica de la leche con la CE
se realizd una regresion lineal utilizando el programa PROC REG del paquete estadistico
SAS (V.9.2. SAS Institute, 2012). Las variables independientes fueron: Grasa, Caseinas,
Lactosa, Proteinas del suero, Cloruros, Sodio y Potasio. El contenido en Proteinas del

suero, Cloruros y Sodio no fueron significativos, por lo que se eliminaron del modelo final.

Correlacion de la CE con el RCS en la leche.

Se estudid la correlacion entre la CE y el RCS de forma global y por intervalos de
RCS (RCS<400 x 10° cel/mL y RCS>400 x 10° cel/mL), para lo que se utiliz6 el programa
PROC CORR del paquete estadistico SAS (V.9.2. SAS Institute, 2012).

Estudio del comportamiento del prototipo desarrollado para la lectura on-line de la CE
de la leche de oveja en salas de ordefio.

Para analizar el comportamiento del prototipo, en primer lugar se estudio la exactitud
de la medida registrada por el prototipo, calculando la diferencia (DIFcg) entre la medida
de la CE registrada por el conductimetro de laboratorio, considerada de referencia (CEef) y
la obtenida del prototipo (CEprq), €n cada ordefio realizado:

DIFce = CEref — CEprot

En segundo lugar, y con el fin de estudiar la evolucion del comportamiento del
prototipo a lo largo del tiempo con respecto al conductimetro de referencia, se realizé una
comparacion de medias empleando un Modelo Lineal Mixto (Proc. Mixed, SAS V. 9.2,
SAS Institute, 2012). Donde la variable dependiente fue la DIFcg, como efecto fijo se tuvo
en cuenta el tiempo transcurrido desde el inicio del experimento con tres niveles: (i =1: del
dia 1 al 14; i = 2: del dia 15 al 28; i = 3: del dia 29 al 42 del experimento). Como efecto
aleatorio se consider6 la glandula (derecha o izquierda) anidada a la oveja para modelizar
la covarianza entre las observaciones de las glandulas dentro de cada oveja (Barkema et al,
1997). Se utilizé un modelo de ajuste de la correlacion de la varianza entre medidas
repetidas del mismo animal de tipo “Compound Simmetry”, al ser el que mejor ajuste
presentd de acuerdo a los Aikake Iteration Criterion (AIC) y Bayesian Iteration Criterion
(BIC). Para el estudio de la evolucion de la medida del prototipo se descartaron las

medidas realizadas en las que la produccion de la oveja fue inferior a 100 mL.
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Estudio de diferentes algoritmos de calculo para la deteccion automatica de mamitis.

El estudio se realizd con las medidas de la CE registradas por el conductimetro de
referencia (CErs) y por la CE obtenida por el prototipo (CEyrr). Ademas de estas variables
(indicadoras del estado sanitario de las glandulas), se calculd la relacion entre la CE de
glandulas colaterales (RELCE) (indicadora del estado sanitario de la ubre del animal) a
partir de la CEyr y de la CErr. En funcion del estado sanitario de las glandulas de las
ovejas, la RELCE se calcul6 como:

e larelacion entre la CE de la glandula infectada respecto a la sana en los animales con
infeccion unilateral
e larelacion entre la CE de la glandula derecha y la CE de la glandula izquierda en el

caso de animales sanos o infectados bilateralmente

Los algoritmos testados fueron:

e Desviaciones de CE (5, 10, 20, v 30%) sobre la media movil, segun diferentes

horizontes temporales (4, 8, 10 y 14 dias).

Regla 1 (R1): Se espera que la instauracion de la infeccion provoque un incremento
de la CE, por lo que se clasificaron como casos positivos aquellos en los que la CE fue
superior a la de la media movil de los 4, 8, 10, o 14 dias anteriores en un 5, 10, 20 0 30 %

aplicando la siguiente formula:

CE/Media movil (CE) 4,5, 10, 14 diagy > 1,05; 1,10; 1,20 6 1,30

Regla 2 (R2): En el caso de la RELCE, la instauracién de una infeccion
intramamaria bilateral puede dar lugar a un incremento (infeccion en la glandula del
numerador) o a una disminucion (infeccion en la glandula del denominador) de la variable.
Para que se tuvieran en cuenta ambas posibilidades se clasificaron como casos positivos
aquellos en los que la RELCE fue superior o inferior en un 5, 10, 15, 20 0 30% la media

movil de los dias anteriores. La férmula aplicada fue:

0,70; 0,80; 0,90; 0,95 > RELCE/Media movil (RELCE) (4, s, 10, 14 ¢ias) > 1,05; 1,10; 1,20; 1,30
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e Desviaciones sobre la desviacion tipica.

Se interpretd que se producian desviaciones fuera de lo normal cuando la variable
(CE o RELCE) se desviaba de la media (CEmeqg 0 RELCEmeq) Mas de 3 0 4 veces la
desviacién tipica (o) de dicha media.

Regla 3 (R3): CE - CEmed (4,8, 10, 14 dias) > 3 0 4 G4, 8, 10, 14 dias)

Regla 4 (R4): En este caso, para tener en cuenta tanto los incrementos como las
disminuciones de RELCE que pudieran darse, se dieron como positivos los casos en los
que el valor absoluto de la diferencia entre la RELCE y la media de la RELCE de los 4, 8,
10 o 14 dias anteriores era superior a 3 0 4 veces la c.

IRELCE - RELCEmed (4,8, 10, 14 dias)| > 3 0 4 G (4, 8, 10, 14 dias)

Los algoritmos descritos se evaluaron de dos formas:

e Durante los cinco dias posteriores a la instauracion de la infeccion observando por

separado cada uno de los cinco dias.

e Durante los cinco dias posteriores a la instauracion de la infeccion, pero
observando los cinco dias en conjunto. Para que un caso fuera clasificado como
negativo, no debia rebasarse el umbral en ninguno de los cinco dias. Del mismo
modo, una glandula se clasificaba como positiva si en alguno de los 5 dias
posteriores a la instauracion de la infeccion resultaba que al menos un dia el
algoritmo lo clasificaba como positivo. Con esto se pretendia evitar que la
elevacion producida en los primeros dias tras la instauracion de la infeccion elevase
la media y resultasen falsos negativos en dias posteriores, al ser mas dificil superar

esa media.

Tras la aplicacion de los distintos algoritmos, los casos positivos se clasificaron
como verdaderos positivos (VP) si se correspondian con una glandula infectada, y de lo
contrario como falsos positivos (FP). Los casos negativos se clasificaron en verdaderos
negativos (VN) cuando se correspondian con glandulas sanas y falsos negativos (FN)

cuando se trataba de glandulas infectadas.
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A partir de los datos obtenidos, para las variables CE y RELCE, a partir de CE
referencia y CE prototipo, se calculd la capacidad para la deteccion de la infeccion
intramamaria (sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo

negativo) mediante el uso de los algoritmos descritos, siendo:

e Sensibilidad (Se): La capacidad del método para detectar los casos positivos, o la

probabilidad de que una muestra positiva sea clasificada como tal (VP/(VP+FN)).

e Especificidad (Sp): La capacidad del método para detectar los casos negativos, o

la probabilidad de que una muestra negativa sea clasificada como tal
(VN/(VN+FP)).

e Valor Predictivo Positivo (VPP): Posibilidad de que una muestra clasificada como

positiva esté realmente infectada (VP/(VP+FP)).

e Valor Predictivo Negativo (VPN): Posibilidad de que una muestra clasificada

como negativa esté realmente sana (VN/(VN+FN)).
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3. RESULTADOS.

3.1. Incidenciay prevalencia de la infeccion.

El experimento se inicié con 26 ovejas cuyas glandulas estaban libres de infeccion
intramamaria. Tras ser sometidas a SDS, se infectaron doce ovejas. Nueve de forma
bilateral y tres de forma unilateral (Tabla V.1), suponiendo un total de 21 glandulas
infectadas, por lo que la prevalencia tras las SDS fue del 42,87 % en glandulas y del 46,15
% en ovejas. Al partir de animales sanos, la incidencia a lo largo del experimento coincide
con la prevalencia tras las SDS. Todas cursaron de forma subclinica, no dandose ningun

caso de mamitis clinica.

Tabla V.1. Estado sanitario de las glandulas antes y despues de ser sometidas a

Situaciones Desfavorables para la Salud de la glandula mamaria (SDS).

) ) Segunda parte del experimento
Primera parte del experimento )
Tras someter a las glandulas a SDS

Infeccion  Infeccion Infeccion  Infeccion Total
Sanas p ) Sanas ] ) )
Unilateral  Bilateral Unilateral Bilateral infectadas
Ovejas  23+3 0 0 11+3" 3 9 12
Glandulas 49 0 0 28 3 18 21

1: Ovejas que poseian una sola glandula.

3.2. Efecto de la instauracion de la infeccion intramamaria en las variables

estudiadas.

En la Tabla V.2. se muestran los patdgenos aislados de las glandulas infectadas y los
valores de CE medios de 3 dias antes y 3 dias despues del establecimiento de la infeccion,
segun el tipo de patdégeno. La mayoria de los patogenos aislados pertenecen al género de
las enterobacterias (71,43%). Cuando la infeccién se establecié de forma unilateral,
solamente se observo un incremento de la CE en la glandula en la que se aislaron
enterobacterias, aunque el incremento de CE (0,16 y 0,11 mS/cm en el ordefio de la

mafiana y de la tarde, respectivamente) no llego a ser tan elevado como el observado en las
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ovejas infectadas bilateralmente por el mismo patégeno (0,44 y 0,48 mS/cm en el ordefio
de la mafiana y de la tarde, respectivamente). En los casos en los que la infeccion se dio de
forma bilateral se observo un elevado incremento de la CE cuando la infeccion fue
producida por Serratia marcescens (0,81 mS/cm en el ordefio de la tarde), Pantogea
agglomerans (0,23 mS/cm en el ordefio de la mafiana y 0,64 mS/cm en el de la tarde),
enterobacterias (0,44 y 0,48 mS/cm en el ordefio de la mafiana y de la tarde,
respectivamente), todas consideradas patégenos mayores, o por Estafilococos spp. (0,25

mS/cm).

Tabla V.2. CE de las glandulas infectadas en los 3 dias previos y 3 dias posteriores a la

instauracion de la infeccion segan el microorganismo aislado

INFECCION N glandulas Ordefio CE (mS/cm) = SD
e o e
S. caprae 1 (4,76%) Marfiana 4,03+0,23 4,06 + 0,08
Tarde 3,88+0,25 3,87+0,11
Estafilococos spp. 1 (4,76%) Marfiana 4,22 + 0,05 4,14 +0,11
Tarde 4,02 +0,02 4,13+0,14
Enterobacterias 1 (4,76%) Mafiana 4,01 + 0,07 4,17 + 0,38
Tarde 3,93+0,09 4,04+0,18
BILATERAL
S. xylosus 2 (9,52%) Marfiana 4,62 + 0,24 4,62 +0,12
Tarde 4,32+0,18 432+0,11
Estafilococos spp. 2 (9,52%) Mafiana 3,93+0,05 4,07 £ 0,22
Tarde 3,73+0,09 3,98+0,23
Serratia marcescens 2 (9,52%) Marfiana 4,87 +0,13 4,84 +0,81
Tarde 4,49 £ 0,11 530+1,76
Klebsiella pneumoniae 4 (19,05%) Marfiana 4,54 +0,14 4,47 +0,28
Tarde 4,22 +0,15 4,24 +0,19
Pantogea agglomerans 2 (9,52%) Mafiana 3,20+ 0,16 3,43+0,23
Tarde 3,25+0,16 3,89+0,24
Enterobacterias 6 (28,57%) Mariana 4,18 + 0,28 4,62 + 0,59
Tarde 3,97+£0,19 4,45+0,72
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En la Tabla V.3. se muestran los resultados del analisis estadistico (valor F y nivel de
significacion) de los factores de variacion de las variables estudiadas (Produccion, CE y
RCS). El periodo temporal respecto al momento de la instauracion de la infeccion (PER)
tuvo un efecto significativo en las tres variables estudiadas, al igual que la sesion de
ordefio, siendo ésta la mayor responsable de las variaciones observadas en la CE y en la
produccién. En el caso del RCS el mayor responsable de su variacion fue el PER, seguido
de la sesion de ordefio (F = 39,68 y 38,85, respectivamente).

El estado sanitario de las glandulas solo tuvo un efecto significativo en el RCS, pero
su interaccion con el PER vy la sesion de ordefio fue significativa en las tres variables. En el
caso de la CE y la produccidn, esto nos indica que aunque no se observen diferencias
significativas entre los distintos estados infectivos de las glandulas, su comportamiento

variara a lo largo del experimento y en cada uno de los dos ordefios.

Tabla V.3. Resultado del anélisis estadistico (valor F y nivel de significacion) de las

variables LCE, LRCS y Produccion de leche de las glandulas.

LCE LRCS Produccién
EFECTO F N. S. F N. S. F N. S.
Periodo 6,09 <0,0001 39,68 <0,0001 12,12 <0,0001
Ordefio 86,30 <0,0001 38,85 <0,0001 593,74 <0,0001
Infeccién 0,22 0,8840 8,24 <0,0001 1,50 0,2133
Infeccion x Periodo x Ordefio 3,56 <0,0001 14,20 <0,0001 2,61 <0,0001

LCE: logaritmo de conductividad eléctrica. LRCS: logaritmo del recuento de células somaticas. N.S.: nivel de
significacion. NUmero de observaciones utilizadas en el modelo para LCE: 2028. NUmero de observaciones
utilizadas en el modelo para LRCS: 1663. Numero de observaciones utilizadas en el modelo para Produccidn: 2028.

En las Tablas V.4. y V.5. se muestra la evolucion del LCE a lo largo de los periodos
relativos al momento de la instauracion de la infeccidn en funcién del estado sanitario de
las glandulas en el ordefio de la mafiana y en el ordefio de la tarde, respectivamente.

De forma general, la CE medida en el ordefio de la tarde fue menor a la que se
registrd en el ordefio de la mafiana a lo largo de todo el experimento y en los cuatro tipos
de glandulas.

En las glandulas que permanecieron sanas a lo largo el experimento, (INF=0 e
INF=1) solo se observaron ligeras oscilaciones de la CE a lo largo del experimento, sin
observarse ninguna variacion significativa de la CE debido al periodo de referencia de
establecimiento de la infeccion, siendo la variacion de la CE similar en los dos ordefios en
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el caso de las glandulas con INF = 0, (animales libres de infeccion en ambas glandulas). En
las glandulas con INF = 1 (glandulas libres de infeccion de animales infectados en una
glandula) se observo una tendencia ascendente de la CE en el ordefio de la tarde, que no se
vio en el ordefio de la mafiana, pero en ningn ordefio se dieron diferencias significativas
tras la instauracién de la infeccion en la glandula colateral.

En las glandulas infectadas pertenecientes a ovejas que se infectaron de forma
unilateral (INF = 2), a pesar de que hubo un ligero incremento de la CE en ambos ordefios
tras el establecimiento de la infeccidn, no se observaron diferencias significativas entre el
periodo previo Yy el siguiente a la instauracion de la infeccion. En cambio, en las glandulas
de ovejas infectadas de forma bilateral si se produjo un incremento significativo de 0,17
mS/cm en el ordefio de la mafiana y de 0,26 mS/cm en el ordefio de la tarde en el primer
periodo tras la instauracion de la infeccion respecto al periodo anterior. Este incremento se
mantuvo en el segundo periodo tras la instauracion de la infeccion, para a continuacion
disminuir significativamente a los 7 dias de la infeccién, hasta valores similares a los

registrados en los periodos previos a la infeccion.

Tabla V.4. Evolucion del LCE (media * error estandar, antilogaritmo de LCE (mS/cm))
del ordefio de la mafana segun el estado sanitario de las glandulas y el periodo relativo a

instauracion de la infeccion.

Dias previos a la infeccién Dias posteriores a la infeccién

INF 9-7 6-4 3-1 1-3 4-6 7-9 10-12

0,6194% 0,6181% 0,6227° = 0,6191®  0,6183°  0,6157®  0,6131°

0 +0,0101 +0,0101 +0,0101 | #0,0102  #0,0102  #0,0101  #0,0101
(4,16)* (4,15) (4,19) (4,16) (4,15) (4,13) (4,10)

0,6101 0,6170 0,6001 0,6060 0,5957 0,6108 0,6062

1 +0,0229 +0,0231 +0,0237 | #0,0231  #0,0231  #0,0229  0,0229
(4,07) (4,14) (3,98) (4,04) (3,94) (4,08) (4,04)

0,6091 0,6074 0,6087 0,6151 0,6145 0,6199 0,6092

2 +0,0229 +0,0231 +0,0237 | #0,0229  #0,0229  #0,0229  0,0229
(4,07) (4,05) (4,06) (4,12) (4,12) (4,17) (4,07)

0,6111° 0,6141° 0,6250° 0,6413° 0,6446° 0,6242° 0,6307°

3 +0,0125 +0,0125 +0,0125 | #0,0125  #0,0125  #0,0125  #0,0125
(4,08) (4,11) (4,22) (4,38) (4,41) (4,21) (4,27)

INF: Estado sanitario de las glandulas. (0: Ambas glandulas colaterales libres de infeccion todo el experimento; 1: Libre
de infeccion todo el experimento cuya colateral se infecta durante el experimento; 2: Infectada durante el experimento
cuya colateral permanece libre de infeccién; 3: Ambas glandulas colaterales infectadas durante el experimento.) (*)
Antilogaritmo de LCE. (mS/cm) Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).
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Tabla V.5. Evolucién del LCE (media * error estdndar, antilogaritmo de LCE ( mS/cm))
del ordefio de la tarde seguin el estado sanitario de las glandulas y el periodo relativo a

instauracion de la infeccion.

Dias previos a la infeccion Dias posteriores a la infeccién

INF 9-7 6-4 3-1 1-3 4-6 7-9 10-12
0,6018a 0,6064a 0,6060a 0,6036a 0,5955b 0,6001ab  0,5955b
+0,0102 +0,0101 +0,0102 +0,0101 +0,0102 +0,0101 +0,0101
(4,00)* (4,04) (4,04) (4,01) (3,94) (3,98) (3,94)
0,5673a 0,5978bcd 0,6094bd | 0,6119b 0,6122b 0,5759ac  0,5874ad
+0,0229  +0,0231 10,0237 | +0,0231 +0,0231  +0,0229  +0,0229
(3,69) (3,96) (4,07) (4,09) (4,09) (3,77) (3,87)
0,5872 0,5906 0,5955 0,6032 0,6066 0,5932 0,5946
+0,0229  +0,0231 +0,0237 | +0,0229  +0,0229  +0,0229  +0,0229
(3,87) (3,90) (3,94) (4,01) (4,04) (3,92) (3,93)
0,5953a 0,6041ab 0,6017ab | 0,6289c 0,6221c 0,6099b 0,6033ab
+0,0126 +0,0125 +0,0125 +0,0125 +0,0126 +0,0125 +0,0125
(3,94) (4,02) (4,00) (4,26) (4,19) (4,07) (4,01)

INF: Estado sanitario de las glandulas. (0: Ambas glandulas colaterales libres de infeccion todo el experimento; 1: Libre
de infeccion todo el experimento cuya colateral se infecta durante el experimento; 2: Infectada durante el experimento
cuya colateral permanece libre de infeccion; 3: Ambas glandulas colaterales infectadas durante el experimento.) (*)
Antilogaritmo de LCE. (mS/cm) Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).

En las Tablas V.6 y V.7 se presentan los resultados de la comparacién de medias de
la variable Produccion de las glandulas en los ordefios de la mafiana y de la tarde,
respectivamente.

Tanto en las glandulas libres de infeccion de animales sanos como de animales con
infeccion unilateral se observd una fluctuacion de la produccion a lo largo de los periodos.
Es de destacar que en el periodo previo al dia de referencia de la instauracion de la
infeccion se observd un incremento de la produccion en ambos grupos de glandulas.

Unicamente en las glandulas de ovejas con infeccion bilateral se registré un descenso
significativo y relevante de la produccion tras la instauracion de la infeccion con respecto a
los tres periodos previos. En el segundo periodo tras la instauracion de la infeccién, la
produccion vuelve a los niveles registrados en los periodos previos, pero a partir del
séptimo dia tras la instauracion de la infeccion, se produce una disminucion significativa
que se mantiene hasta la finalizacion del experimento en ambos ordefios.

En las glandulas infectadas de animales con infeccion unilateral no se observo

ningun efecto de la instauracion de la infeccion en el ordefio de la tarde. En el ordefio de la
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mafiana la variable fluctué en los periodos previos a la instauracion de la infeccion de
forma similar a lo observado en las glandulas libres de infeccion, y descendié de forma
significativa en los tres primeros dias tras la instauracion de la infeccidon con respecto al
periodo previo, para volver a incrementarse en el siguiente periodo, siguiendo un patron

similar a las oscilaciones observadas en los periodos previos a la infeccion.

Tabla V.6. Evolucion de la Produccion (mL) (media * error estandar) del ordefio de la

marfiana segun el estado sanitario de las glandulas y el periodo relativo a instauracién de la

infeccion.
INE Dias previos a la infeccién Dias posteriores a la infeccién

9-7 6-4 3-1 1-3 4-6 7-9 10-12
0 367,38%°  343,49° 388,66° 334,10%¢ 353,78° 300,86° 315,46%
+35,90 +35,87 +35,87 +35,89 +35,90 +35,87 +35,87

L 471,11 431,44 452,59 418,92 369,81 415,56 376,44
+88,79 +89,69 +92 58 +89,69 +89,69 +88,79 +88,79
5 686,67%° 560,84° 722 547 539,44 636,67 565,00° 441,67
+88,79 +89,69 +92 57 +88,79 +88,79 +88,79 +88,79

3 420,09° 412,04° 439,44? 345,35° 403,52° 319,44° 342,15°
+43,40 +43,40 +43,40 +43.45 +43,40 +43,40 +43,40

INF: Estado sanitario de las glandulas. (0: Ambas glandulas colaterales libres de infeccion todo el experimento; 1: Libre
de infeccion todo el experimento cuya colateral se infecta durante el experimento; 2: Infectada durante el experimento
cuya colateral permanece libre de infeccion; 3: Ambas glandulas colaterales infectadas durante el experimento.
Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).

Tabla V.7. Evolucion de la Produccion (mL) (media * error estandar) del ordefio de la

tarde segun el estado sanitario de las glandulas y el periodo relativo a instauracion de la

infeccion.
INE Dias previos a la infeccién Dias posteriores a la infeccién
9-7 6-4 3-1 1-3 4-6 7-9 10-12
0 210,74%® 198,30% 215,18° 190,34% 191,81% 179,29° 222,41%®
+35,87 +35,87 +35,87 +35,89 +35,87 +35,87 +35,87
1 335,00° 233,81% 287,25%® 278,30 232,92° 230,67° 231,56°
+88,79 +89,69 +92 58 +89,69 +89,69 +88,79 +88,79
5 403,33 308,34% 315,21% 328,78 274,44° 299,33° 267,78°
+88,79 +89,69 +92 57 +88,79 +88,79 +88,79 +88,79
3 257,28° 251,61% 260,81° 208,71° 221,88 196,04° 211,69
+43,45 +43,40 +43,40 +43,45 +43,40 +43,40 +43,40

INF: Estado sanitario de las glandulas. (0: Ambas glandulas colaterales libres de infeccion todo el experimento; 1: Libre
de infeccion todo el experimento cuya colateral se infecta durante el experimento; 2: Infectada durante el experimento
cuya colateral permanece libre de infecciéon; 3: Ambas glandulas colaterales infectadas durante el experimento.)
Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas (P<0,05).
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En las Tablas V.8 y V.9 se presentan los resultados de la comparacion de medias del
andlisis estadistico de la variable LRCS de las glandulas en el ordefio de la mafiana y en el
de la tarde, respectivamente.

De forma general el RCS medido en el ordefio de la tarde fue superior al que se
registro en el ordefio de la mafiana.

El RCS de las glandulas sanas fluctu6 a lo largo de los periodos estudiados. En las
glandulas sanas de animales infectados unilateralmente, el RCS no presentd una tendencia
clara, oscilando a lo largo del experimento sin registrarse diferencias significativas entre
periodos consecutivos, al igual que ocurria con la produccion.

En las glandulas infectadas, tanto en las pertenecientes a ovejas infectadas de forma
unilateral (INF = 2) como las que se infectaron de forma bilateral (INF = 3) se produjo un
incremento significativo y elevado del RCS en el periodo posterior a la instauracion de la
infeccion. Dicho incremento se mantuvo en las glandulas infectadas de ovejas con
infeccion bilateral hasta el final del experimento, pero en las de ovejas de infeccién
unilateral en los periodos siguientes el RCS descendié a valores similares, aunque
ligeramente superiores, a los obtenidos en los periodos anteriores a la instauracion de la

infeccién.

140



V. Efecto del establecimiento de la infeccién intramamaria en la conductividad eléctrica de la leche de oveja
de raza Manchega y estudio de varios logaritmos para su deteccién “on-line”

Tabla V.8. Evolucion del LRCS (media £ error estdndar, antilogaritmo de LRCS
(x10%cel/mL)) del ordefio de la mafiana segun el estado sanitario de las glandulas y el

periodo relativo a la instauracion de la infeccion.

Dias previos a la infeccién Dias posteriores a la infeccién
INF 9-7 6-4 3-1 1-3 4-6 7-9 10-12
1,9208% 1,8760° 1,8897° 2,1006" 1,9991%  2,0127*  1,9714%
0 +0,0126 +0,0856 +0,0749 +0,0752 +0,0754 +0,0749 +0,0752
(83,33)* (75.,16) (77,57) (126,07) (99,79) (102,97) (93,63)
1,9844 2,0133 1,9280 2,1553 2,3386 2,1215 2,3242
1 +0,2699 +0,2438 +0,2156 +0,2156 +0,1909 +0,1909 +0,1909
(96,47) (103,11) (84,72) (142,99) (218,07)  (132,28)  (210,96)
2,2019% 2,2950% 2,2024% 3,4904" 2,5748% 2,7265° 2,5922%

2 +0,2699  +0,2437  +0,2154 +0,1969 +0,1909  +0,1909  +0,1909
(159,18)  (197,24)  (159,37) (3.093,14)  (375,66)  (532,72)  (391,02)
0,6111° 0,6141° 0,6250° 0,6413° 0,6446° 0,6242° 0,6307°

3 +0,0125 40,0125  +0,0125 +0,0125 +0,0125  +0,0125  +0,0125
(42,99) (48,81) (47,10) (2.674,85)  (329,00)  (284,25)  (182,52)

INF: Estado sanitario de las glandulas. (0: Ambas glandulas colaterales libres de infeccion todo el experimento; 1: Libre
de infeccion todo el experimento cuya colateral se infecta durante el experimento; 2: Infectada durante el experimento
cuya colateral permanece libre de infeccion; 3: Ambas glandulas colaterales infectadas durante el experimento.) (*)
Antilogaritmo de LRCS. (x 10% cel/mL) Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias significativas
(P<0,05).

Tabla V.9. Evolucién del LRCS (media + error estandar, antilogaritmo de LRCS (x 10°
cel/mL)) del ordefio de la mafiana segun el estado sanitario de las glandulas y el periodo

relativo a la instauracion de la infeccion.

Dias previos a la infeccién Dias posteriores a la infeccién
INF 9-7 6-4 3-1 1-3 4-6 7-9 10-12
2,1487%  2,0911°  2,0562° 2,2897° 2,2262" 2,1100% 2,1285%
0 +0,1026 +0,0862 +0,0754 +0,0748 +0,0749 +0,0748 +0,0749
(140,83)*  (123,34)  (113,82) | (194,85) (168,34) (128,82) (134,43)
2,3875 2,4155 2,2372 2,3799 2,5368 2,3476 2,5762

1 +0,3179 +0,2699  +0,2280 | +0,21561  +0,20431  +0,1909 +0,1970
(244.,06) (260,32)  (172,66) (239,83) (344,19) (222,64) (376,88)
2,5034° 2,6141° 2,5281° 3,5394° 2,6991° 2,9043? 2,8518°

2 +0,2699 +0,2699  +0,2154 +0,1909 +0,1909 +0,1909 +0,1969
(318,71) (411,24)  (337,36) | (3462,58) (500,15) (802,23) (710,89)
1,9015% 1,9022° 1,9335°% 3,6772° 2,5636° 2,6009° 2,3974°

3 +0,124 +0,1021  +0,0912 +0,0916 +0,0908  +0,09122  +0,09052
(79,71) (79,84) (85,80) (4755,54) (366,10) (398,93) (249,69)

INF: Estado sanitario de las glandulas. (0: Ambas glandulas colaterales libres de infeccién todo el experimento; 1:
Libre de infeccion todo el experimento cuya colateral se infecta durante el experimento; 2: Infectada durante el
experimento cuya colateral permanece libre de infeccion; 3: Ambas glandulas colaterales infectadas durante el
experimento. (*) Antilogaritmo de LRCS (x10%cel/mL). Diferentes superindices en la misma fila indican diferencias
significativas (P<0,05).
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3.3. Relacién de la CE con la composicién de la leche y el contenido mineral.

En la Tabla V.10 se muestran los resultados del anélisis de regresion realizado para
estudiar la relacion de la CE con la composicion de la leche y el contenido mineral,
observandose un altto coeficiente global de regresién (R?=0,83). El contenido en lactosa
fue la principal responsable de las variaciones observadas en la CE, seguida por el
contenido en caseina de la leche, el Potasio y la Grasa. El unico que presentd una relacion
positiva con la CE fue el Potasio, por lo que una disminucién de la lactosa, la caseina o la
grasa en leche estara relacionado con un incremento de la CE. El resto de minerales en
leche analizados (Cloruros y Sodio) no tuvieron un efecto significativo, por lo que fueron

eliminados del modelo definitivo, al igual que la proteina del suero.

Tabla V.10. Relacion de la CE con la composicién de la leche y su contenido mineral.

Estadistico
Variables Modelo
Parametro SE R?parcial

Intercepto 1,7280 +0,0497 N= 1872
LACTOSA (%) -0,1982 +0,0099 0,4325 R’=0,83
CASEINA (%) -0,0544 +0,0041 0,3871 P-valor: <0,0001
POTASIO (mg/L) 0,00002 +0,00001 0,0049 F- valor: 193,63
GRASA (%) -0,0032 +0,0015 0,0050

SE: error estandar; R?: coeficiente de regresion; ns: nivel de significacion; n: nimero de observaciones.

3.4. Correlacion del RCS y la CE de la leche.

En la Tabla V.11. se muestran los resultados del estudio de la correlacion de la CE y
el RCS. A pesar de que los coeficientes obtenidos fueron muy bajos, todos fueron
significativos. Los coeficientes obtenidos en el ordefio de la tarde fueron mayores que los
obtenidos en el ordefio de la mafiana, tanto de forma global como en los dos intervalos de
RCS. En los casos de altos RCS se obtuvieron coeficientes de correlacion superiores a los
registrados para bajos RCS, por lo que el mayor coeficiente de correlacion entre la CE y el
RCS se dio en el ordefio de la tarde cuando el RCS fue superior a 400 x 10° cel/mL
(r=0,47).
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Tabla V.11. Correlacién de la CE y el RCS.

Ordefio
Intervalo de . _ Total
RCS Matutino Vespertino
(x10%cel/mL) r N . o . "
RCS<400 0,12%** 705 0,15** 663 0,06* 1368
RCS>400 0,39*** 131 0,47*** 156 0,43*** 287
Total 0,30*** 836 0,39*** 819 0,33*** 1655

r: coeficiente de correlacion; n: niUmero de observaciones utilizadas. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.

3.5. Estudio del comportamiento del prototipo para la medida on-line de la CE de la
leche.

En la Tabla V.12 viene reflejada la conductividad media (CEmeq) medida durante el
ordefio diario (mafiana y tarde) con el conductimetro de referencia (Cr) y con el prototipo
(Cpror), asi como la diferencia entre ambas. Se puede observar que la CEyrr €S mayor que
CErer. Asi mismo, la desviacion estandar (o) de la CEp: también es superior a la de la
CEmed

Tabla V.12. Conductividad eléctrica media medida con el conductimetro de

referencia (CEes), con el prototipo (CEp) Y la diferencia entre ambas.

n CEneq (MS/cm) c max min
CE,;(mS/cm) 3760 4,0550 0,4494 8,870 2,380
CEpror (MS/cm) 3472 41444 0,6389 7,745 0,202
Diferencia (CEet — CEpror) (MS/cm) 3458 -0,0938 0,5494 3,72 -2,164

n: nimero de observaciones. o: Desviacion estdndar. max y min: valores maximos y
minimos observados.

En las Tablas V.13 y V.14 se muestra la conductividad media (CEneq) medida durante el
ordefio de la mafana y de la tarde, respectivamente, con el conductimetro de referencia
(CErs) y con el prototipo (Cprot), asi como la diferencia entre ambas. Se observa que al
desglosar los datos, la CEp €s mayor a la CE en ambos ordefios, siendo mas acusada la

diferencia entre ambos equipos en el ordefio de la tarde.
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Tabla V.13. Conductividad eléctrica media medida con el conductimetro de referencia

(CEres), con el prototipo (CE,o) Yy la diferencia entre ambas en el ordefio matutino.

n CEmeg (MS/cm) c max min
CE,ef (MmS/cm) 2011 4,1567 0,4546 7,820 2,860
CEprot (MS/cm) 1850 4,2432 0,5938 7,745 0,432
Diferencia (CE e — CEpror) (MS/cm) 1843 -0,0908 0,5023 2,878 -1,552

n: nimero de observaciones. o: Desviacion estandar. CV: Coeficiente de variacion.
max y min: valores maximos y minimos observados.

Tabla V.14. Conductividad eléctrica media medida con el conductimetro de referencia

(CEres), con el prototipo (CEpr) Yy la diferencia entre ambas en el ordefio de la tarde.

n CEmeq (MS/cm) c max min
CE,e (MS/cm) 1749 3,9381 0,4135 8,870 2,380
CEprot (MS/cm) 1622 4,0317 0,6693 7,448 0,202
Diferencia (CE et — CEpror) (MS/cm) 1615 -0,0972 0,5988 3,718  -2,164

n: namero de observaciones. o: Desviacion estandar. CV: Coeficiente de variacion.
max y min: valores maximos y minimos observados.

3.5.1.Evolucion de la lectura de CE realizada por el prototipo a lo largo del
experimento.

En la Tabla V.15 se muestran los resultados del analisis estadistico (valor F y nivel
de significacion) del intervalo transcurrido en la diferencia de CE entre la CEr Y la CEprot
El intervalo de tiempo tuvo un efecto significativo en la diferencia entre la CEe y la CEpo,
lo que indica que la diferencia de CE medida por ambos conductimetros no es constante a
lo largo del experimento.

Tabla V.15. Test de efectos fijos, valor F y probabilidad en el analisis de

Diferencia de CE de referencia y prototipo.

Efecto valor F Nivel significacion

Intervalo 74,74 <0,0001
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En la Tabla V.16 podemos ver la evolucion que sigue la diferencia entre la CE¢ Y la
CEprot, siendo positiva al principio y como se va reduciendo a medida que avanza el
experimento para pasar a ser negativa al final de éste. En las primeras semanas, la medida
tomada por el prototipo era inferior a la registrada por el conductimetro de referencia, pero
segun transcurre el experimento esta tendencia cambia para ser mayor. Esto indica una
descalibracion del prototipo a lo largo del tiempo, que nos alerta de la necesidad de una

calibracion regular del mismo.

Tabla V.16. Media de la diferencia entre la medida del conductimetro de

referencia y la del prototipo a lo largo del experimento.

Intervalo Diferencia de Error
CE (mS/cm) estandar

1: dias 1 al 14 0,03737° 0,04447

2: dias 15 al 28 -0,02690° 0,04463

3: dias 29 al 42 - 0,20740° 0,04444

Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (P<0,05).

3.6. Comportamiento de distintos algoritmos de calculo para la deteccion de

mamitis.

3.6.1.Capacidad de deteccion de mamitis de los algoritmos estudiados teniendo en

cuenta los cinco dias posteriores a la instauracion de la infeccion por separado.

En las Tablas V.17 y V.18 se muestran los resultados de Se, Sp, VPP y VPN
obtenidos en el ordefio de la mafiana y de la tarde, respectivamente, al aplicar las reglas
R1, R2, R3 y R4 a las medidas de CE tomadas con el conductimetro de referencia,
teniendo en cuenta los cinco dias posteriores a la instauracion de la infeccion por separado.
En ambos ordefios se han obtenido resultados similares, aunque superiores en el ordefio de
la mafiana con respecto a la tarde en el caso de R1 y R2, al contrario que en R3 y R4, que
presentaron resultados superiores en el ordefio de la tarde. El incremento del umbral de
discriminacion, en todos los casos ha provocado una disminucion de la Se y un incremento
de la Sp, independientemente de la regla aplicada o del horizonte temporal tenido en
cuenta para el calculo de la media y la c. La Se, ha sido mayor con la RELCE que con la

CE, pero también se ha obtenido menor Sp.
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En ambos ordefios, los mejores resultados se obtuvieron al aplicar la R2 con un
umbral del 5% y teniendo en cuenta un horizonte temporal de 14 dias (Se del 47,7 y 51,1%
y Sp del 77,1 y 86,2%, en el ordefio de mafiana y tarde, respectivamente), pero a pesar de
ello adn habria en torno a un 30% de casos (tanto positivos como negativos) clasificados

incorrectamente.

Tabla V.17. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de
CE del conductimetro de referencia en el ordefio de la mafiana, considerando los cinco dias

posteriores a la instauracion de la infeccidn por separado.

Horizonte R1 R2 R3 R4

temporal 5% 10% 20% 30% | 5% 10% 20% 30% | 36 406 | 36 4o
Se (%) 253 11,0 44 33 |409 182 91 00 | 99 88 |159 136
Sp (%) 935 98,7 993 993|800 943 1000 1000 | 96,7 974 | 829 94,3

4 dias VPP (%) 69,7 833 800 750|563 667 1000 00 |643 667 368 60,0
VPN (%) 67,8 651 636 633|683 647 636 614 |643 642|611 635

n 244 244 244 244 | 114 114 114 114 | 244 244 | 114 114
Se (%) 297 143 55 33 |409 182 68 00 | 7,7 66 | 227 136
Sp (%) 92,8 98,7 993 993|786 943 1000 1000 | 98,7 99,3 | 914 97,1

8dias VPP (%) 711 86,7 833 750|545 667 1000 00 | 77,8 857 625 750
VPN (%) 689 659 639 633|679 647 631 614 |643 641|653 64,2

n 244 244 244 244 | 114 114 114 114 | 244 244 | 114 114
Se (%) 330 132 55 33 |409 136 68 00 | 88 55 | 227 136
10 Sp (%) 941 987 993 993|814 957 1000 1000 | 993 993|957 957
dias VPP(®) | 769 857 833 750 581 667 1000 00 889 833|769 667
VPN (%) | 702 657 639 633|687 638 631 614 |647 639 663 638
n 244 244 244 244 | 114 114 114 114 | 244 244 | 114 114
Se (%) 374 165 66 33 477 159 68 00 | 88 66 | 205 136
1 Sp (%) 908 993 993 993|771 957 1000 1000 | 993 993|943 971
dias VPP() | 708 938 857 750|568 700 1000 00 | 889 857|692 750

VPN (%) | 709 66,7 641 633|701 644 631 614 | 647 641|653 642

n 244 244 244 244 | 114 114 114 114 | 244 244 | 114 114
*Consultar Materiales y Métodos para la definicion de las reglas. Se: Sensibilidad. Sp: Especificidad.
VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN: Valor Predictivo Negativo. n: nimero de casos.
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Tabla V.18. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de
CE del conductimetro de referencia en el ordefio de la tarde, considerando los cinco dias

posteriores a la instauracion de la infeccion por separado.

Horizonte R1 R2 R3 R4

temporal 5% 10% 20% 30% | 5% 10% 20% 30% | 3o 40 36 40

Se (%) 185 7.6 3,3 33 | 479 229 63 42 | 120 98 | 229 146

Sp (%) 933 993 993 1000 | 831 985 100,0 1000 | 987 993 | 89,2 954

4dias VPP (%) | 630 875 750 1000|676 91,7 100,0 1000 | 846 900 | 611 70,0
VPN (%) | 651 637 626 62,8 |684 634 591 586 | 646 642 | 61,1 60,2

n 242 242 242 242 | 113 113 113 113 | 242 242 | 113 113

Se (%) 239 87 33 33 | 426 213 43 21 | 109 87 | 106 64
Sp (%) 96,0 99,3 1000 1000 | 831 100,0 100,0 1000 | 99,3 100,0 | 985 1000
8dias VPP(%) | 786 889 1000 1000 | 645 100,0 100,0 1000 | 90,9 100,0 | 83,3 1000
VPN (%) | 67,3 639 628 628 |667 637 591 586 | 645 641 | 604 59,6

n 242 242 242 242 | 112 112 112 112 | 242 242 | 112 112

Se (%) 228 109 33 33 | 489 255 43 2,1 9,8 76 | 106 85
Sp (%) 96,0 99,3 1000 1000 | 84,6 100,0 100,0 1000 | 100,0 100,0 | 985 1000
10dias VPP (%) | 77,8 90,9 1000 1000 | 69,7 100,0 100,0 1000 | 100,0 100,0 | 83,3 1000
VPN (%) | 67,0 645 628 62,8 | 696 650 591 586 | 644 638 | 604 60,2

n 242 242 242 242 | 112 112 112 112 | 242 242 | 112 112

Se (%) 272 141 473 33 | 511 255 43 2,1 7.6 43 8,5 43
Sp (%) 92,0 98,7 1000 1000 | 862 100,0 100,0 100,0 | 100,0 100,0 | 100,0 100,0
l4dias VPP (%) | 67,6 86,7 1000 1000 | 72,7 100,0 100,0 100,0 | 100,0 100,0 | 100,0 100,0
VPN (%) | 67,3 652 630 628 |709 650 591 586 | 638 630 | 60,2 591

n 242 242 242 242 | 112 112 112 112 | 242 242 | 112 112

*Consultar Materiales y Métodos para la definicion de las reglas. Se: Sensibilidad. Sp: Especificidad.
VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN: Valor Predictivo Negativo. n: nimero de casos.

En las Tablas V.19 y V.20 se muestran los resultados de Se, Sp, VPP y VPN
obtenidos en ambos ordefios al aplicar las reglas R1, R2, R3 y R4 a las medidas de CE
tomadas con el prototipo teniendo en cuenta los cinco dias posteriores a la instauracion de
la infeccion por separado. De forma similar con lo observado con las medidas tomadas con
el conductimetro de referencia, se observa una disminucion de la sensibilidad a medida que
aumenta el umbral de discriminacion. En este caso, la mejor sensibilidad también se ha
obtenido al aplicar la R2 (RELCE) con un umbral del 5 %, llegando a obtenerse una Se del
71,8 % al aplicar este algoritmo teniendo en cuenta la media moévil de los 10 ordefios
anteriores, pero un VPP del 43,8 %. De forma general, con los datos tomados por el
prototipo mejora ligeramente la Se respecto a la obtenida con el conductimetro de
referencia, pero también ha aumentado el nimero de FP. Con las reglas basadas en la

deteccion de las variaciones sobre la 6 (R3 y R4), se ha obtenido una baja Se y alta Sp en
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ambos ordefios, con un VPN en torno al 60 % (similar al obtenido en R1 y R2) por lo

habria un alto porcentaje de muestras infectadas clasificadas como sanas.

Tabla V.19. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de

CE del prototipo en el ordefio de la mafiana, considerando los cinco dias posteriores a la

instauracién de la infeccidn por separado.

Horizonte R2 R3

temporal 5% 10% 20% 30% | 5% 10% 20% 30% | 3¢ 4o 36 4o
Se (%) 202 124 79 22 | 714 405 286 92 6,7 45 | 16,7 11,9

Sp (%) 859 915 986 993|365 651 1000 1000 | 979 979 | 921 937

4dias VPP (%) | 474 478 778 66,7 | 429 436 1000 1000 | 66,7 57,1 | 583 556
VPN (%) | 632 625 631 618|657 621 677 644 | 626 621 | 624 615

n 231 231 231 231 | 105 105 105 201 | 231 231 | 105 105

Se (%) 21,3 101 79 34 |707 390 268 195 | 45 34 9,8 73
Sp (%) 866 92,3 986 993|349 730 984 1000 | 986 993 | 984 1000
8dias VPP (%) | 500 450 778 750|414 485 91,7 1000 | 66,7 750 | 80,0 100,0
VPN (%) | 63,7 621 631 621 647 648 674 656 | 622 621 | 626 62,4

n 231 231 231 231 | 104 104 104 104 | 231 231 | 104 104

Se (%) 225 135 90 34 |718 385 282 205 | 45 2,2 9,6 6,8

Sp (%) 831 93,7 986 993|429 810 984 1000|1000 100,0 | 991 99,1

10dias VPP (%) | 455 571 800 750|438 556 91,7 1000 | 100,0 1000 | 875 833
VPN (%) | 631 633 633 621|711 680 689 67,0 | 626 620 | 61,8 61,1

n 231 231 231 231 | 102 102 102 102 | 231 231 | 181 181

Se (%) 36,0 157 90 67 |622 378 270 189 | 22 2,2 8,1 2,7
Sp (%) 739 90,1 965 986 | 429 794 1000 1000 | 100,0 100,0 | 100,0 1000
l4dias VPP (%) | 464 500 615 750|390 51,9 1000 1000 | 100,0 100,0 | 100,0 100,0
VPN (%) | 648 631 628 628|659 685 700 67,7 | 620 620 | 649 63,6

n 231 231 231 231|100 100 100 100 | 231 231 | 100 100

*Consultar Materiales y Métodos para la definicion de las reglas. Se: Sensibilidad. Sp: Especificidad.

VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN: Valor Predictivo Negativo. n: nimero de casos.

148



V. Efecto del establecimiento de la infeccién intramamaria en la conductividad eléctrica de la leche de oveja
de raza Manchega y estudio de varios logaritmos para su deteccién “on-line”

Tabla V.20. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de
CE del prototipo en el ordefio de la tarde, considerando los cinco dias posteriores a la

instauracion de la infeccidn por separado.

Horizonte R1 R2 R3 R4
temporal 5%  10% 20% 30% | 5% 10% 20% 30% | 3o 40 36 40
Se (%) 329 195 98 61 | 750 525 250 175 | 73 61 | 175 150
A Sp (%) 785 877 969 985 | 286 536 839 875 | 97,7 985 |821 929
dias VPP() | 491 500 667 714 429 447 526 500 667 714 | 412 600
VPN (%) | 650 633 630 624 [615 612 610 598 | 626 624 |582 605
n 2120 2120 2120 2120|960 96,0 960 960 | 212,0 2120 | 960 96,0
Se (%) 329 220 98 61 | 750 500 250 175 | 49 49 |100 75
8 Sp (%) 785 869 985 992 | 339 661 857 91,1 | 1000 1000 | 893 964
dias VPP() | 491 514 800 833 448 513 556 583 | 1000 1000 | 400 60,0
VPN (%) | 650 638 634 626 |655 649 615 607 | 625 625 |581 593
n 2120 2120 2120 2120|960 960 960 960 | 212,0 212,0 | 960 96,0
Se (%) 341 195 110 61 | 775 525 225 175 | 49 49 | 75 5,0
10 Sp (%) 769 885 962 992 | 357 69,6 857 893 | 1000 1000 | 929 964
dias VPP(#) | 483 516 643 833 463 553 529 538 1000 1000 | 429 500
VPN (%) | 649 635 631 626 |690 672 608 602 | 625 625 |584 587
n 2120 2120 2120 2120|960 96,0 960 960 | 212,0 212,0 | 960 96,0
Se (%) 427 341 146 85 | 700 550 225 150 | 49 24 | 715 2,5
1 Sp (%) 700 77,7 923 962 | 339 589 839 929 | 992 1000 | 929 1000
dias VPP (%) 473 491 545 583 [431 489 500 600 | 80,0 1000 | 429  100,0
VPN (%) 659 652 632 625 | 613 647 603 605 623 619 |584 589
n 2120 2120 2120 2120|960 96,0 960 960 | 212,0 2120 | 960 96,0

*Consultar Materiales y Métodos para la definicion de las reglas. Se: Sensibilidad. Sp: Especificidad.
VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN: Valor Predictivo Negativo. n: nimero de casos.

3.6.2.Capacidad de deteccion de mamitis de los algoritmos estudiados teniendo en

cuenta los cinco dias posteriores a la instauracion de la infeccion en conjunto.

En las Tablas V.21 y V.22 se muestran los resultados de Se, Sp , VPP y VPN
obtenidos en ambos ordefios al aplicar las reglas R1, R2, R3 y R4 a las medidas de CE
tomadas con el conductimetro de referencia, teniendo en cuenta los cinco dias posteriores a
la instauracion de la infeccion en conjunto.

En el ordefio de la mafiana se han obtenido una alta Se y una alta Sp al aplicar la R1
con un umbral del 5 %. Independientemente del horizonte temporal, los valores registrados
estan en torno al 70 % para Se y Sp , al igual que el VPP y el VPN. En esta ocasion, la R2
obtiene elevada Se (91,7%) pero menor Sp que R1 (45,5-63,6%). La R4 obtiene mejores
resultados que R3; aplicando 3o y calculando la media con los diez dias anteriores al
establecimiento de la infeccion: se consigue una Se del 91,7 % y una Sp del 90,9 %, con un

VPP y VPN también en torno al 90%.
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Tabla V.21. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de
CE del conductimetro de referencia en el ordefio de la mafiana, considerando 5 dias post-

infeccion conjuntamente.

Horizonte R1 R2 R3 R4
temporal 5% 10% 20% 30% | 5% 10% 20% 30% 36 4o 36 40
Se (%) 773 364 182 136 | 91,7 583 250 0,0 |409 364|750 583
Sp (%) 70,4 926 96,3 96,3 | 545 100,0 100,0 1000 | 815 852 | 36,4 81,8
4dias VPP (%) | 680 80,0 80,0 750|688 1000 1000 0,0 | 643 66,7 | 563 778
VPN (%) | 79,2 64,1 591 578|857 688 550 478 | 629 622|571 643
n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
Se (%) 72,7 455 18,2 136 | 91,7 583 250 00 |318 273|917 583
Sp (%) 778 926 96,3 96,3 | 455 100,0 100,0 1000 | 9266 96,3 | 63,6 90,9
8dias VPP (%) | 72,7 833 800 750|647 1000 1000 00 | 778 857|733 875
VPN (%) | 778 676 59,1 578|833 688 550 478 |625 619|875 66,7
n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
Se (%) 72,7 409 18,2 136 | 91,7 500 250 0,0 |364 227|917 66,7
Sp (%) 852 926 96,3 96,3 | 636 1000 100,0 1000 | 96,3 96,3 | 90,9 90,9
10dias VPP (%) | 80,0 818 80,0 750 | 733 100,0 1000 0,0 | 889 833|917 889
VPN (%) | 79,3 658 59,1 578|875 647 550 47,8 |650 605|909 714
n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
Se (%) 773 455 18,2 136 | 91,7 583 250 00 |318 273|750 583
Sp (%) 741 96,3 96,3 96,3 | 455 100,0 100,0 100,0 | 96,3 96,3 | 90,9 100,0
14 dias VPP (%) | 70,8 90,9 800 750 | 64,7 1000 1000 0,0 | 875 857|900 100,0

VPN (%) | 800 684 591 578|833 688 550 47,8 |634 619|769 688
n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
*Consultar Materiales y Métodos para la definicion de las reglas. Se: Sensibilidad. Sp: Especificidad.

VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN: Valor Predictivo Negativo. n: nimero de casos.

En el ordefio de la tarde, también ha mejorado la capacidad de deteccién de glandulas
infectadas al considerar los cinco dias conjuntamente, con resultados similares a los
obtenidos con el ordefio de la mafiana, en la mayoria de los casos.

En general en ambos ordefios se observa el mismo comportamiento que al considerar
los datos por separado, a medida que se aumenta el umbral de alarma se produce una

disminucion de la Se de los métodos, que va acompafiado de un incremento de la Sp .
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Tabla V.22. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de
CE del conductimetro de referencia en el ordefio de la tarde, considerando 5 dias post-

infeccion conjuntamente.

Horizonte R1 R2 R3 R4
temporal 5% 10% 20% 30% | 5% 10% 20% 30% | 3c 4o 36 40
Se (%) 727 318 136 136 | 91,7 500 16,7 16,7 | 455 409 | 83,3 50,0
Sp (%) 704 96,3 96,3 100 | 36,4 909 100 100 | 926 96,3 | 455 72,7
4dias VPP (%) | 66,7 875 750 100 | 61,1 857 100 100 | 83,3 90,0 | 625 66,7
VPN (%) | 76,0 63,4 57,8 58,7 | 800 625 524 524|676 667|714 571
n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
Se (%) 682 364 136 136 | 91,7 500 16,7 83 | 455 364 | 41,7 250
Sp (%) 852 963 100 100 | 36,4 100 100 100 | 96,3 100 | 90,9 100,0
8dias VPP (%) | 789 889 100 100 | 61,1 100 100 100 | 90,9 100 | 83,3 100,0
VPN (%) | 76,7 65,0 587 587 | 80,0 647 524 500 | 684 659|588 550
n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
Se (%) 636 409 136 136 | 91,7 583 16,7 83 | 409 318|500 333
Sp (%) 852 96,3 100 100 | 455 100 100 100 | 100 100 | 100 100
10dias VPP (%) | 77,8 90,0 100 100 | 64,7 100 100 100 | 100 100 | 100 100
VPN (%) | 742 66,7 587 587 | 833 688 524 500|675 643|647 579
n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
Se (%) 68,2 409 182 136 | 1000 583 16,7 83 |318 182|333 16,7
Sp (%) 70,4 926 100 100 | 545 100 100 100 | 100 100 | 100 100
14 dias VPP (%) | 65,2 818 100 100 | 706 100 100 100 | 100 100 | 100 100

VPN (%) | 731 658 60,0 587 | 1000 688 524 500 |643 600|579 524
n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
*Consultar Materiales y Métodos para la definicion de las reglas. Se: Sensibilidad. Sp: Especificidad.

VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN: Valor Predictivo Negativo. n: nimero de casos.

En las Tablas V.23 y V.24 se muestran los resultados de Se, Sp, VPP y VPN
obtenidos en ambos orderfios al aplicar las reglas R1, R2, R3 y R4 a las medidas de CE
tomadas con el prototipo teniendo en cuenta los cinco dias posteriores a la instauracion de
la infeccidn en conjunto.

De forma general, si comparamos con los datos obtenidos al considerar los cinco dias
por separado, se ve un incremento de la Se, llegando a obtenerse una Se del 70%, o incluso
del 100% con la R2 al aplicando un umbral del 5%, pero este método no seria valido al no
ser capaz de detectar los casos negativos. Al aplicar la misma regla, pero con un umbral del
20%, las sensibilidad es del 55,6% con un horizonte temporal de 4, 8 0 10 dias con una Sp
en torno al 80% con un VPP y VPN que oscilan en torno al 70%. En el ordefio de la tarde,
aungue se ve un incremento general de la Se, la Sp disminuye con respecto a la registrada

por la mafana.
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Tabla V.23. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos a las medidas de
CE del prototipo en el ordefio de la mafana, considerando 5 dias post-infeccion

conjuntamente.
Horizonte R1* R2 R3 R4
temporal 5% 10% 20% 30% | 5% 10% 20% 30% | 36 40 | 36 4o

Se (%) 64,7 471 294 59 | 778 778 556 333|235 11,8 |556 444
Sp (%) 50,0 656 938 938 | 00 71 857 929|875 875|571 643
4dias VPP (%) | 40,7 421 714 333 | 333 350 714 750|500 333|455 444
VPN (%) | 72,7 70,0 714 652 | 00 333 750 684|683 651|667 643
n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
Se (%) 706 353 294 11,8 | 1000 778 556 444 118 59 |222 222
Sp (%) 469 656 938 938 | 00 143 786 929 | 906 938|857 929
8dias VPP (%) | 414 353 71,4 500 | 391 368 625 800|400 333|500 66,7
VPN (%) | 750 656 714 66,7 | 00 500 733 722|659 652|632 650
n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
Se (%) 706 471 294 11,8 | 1000 66,7 556 444 118 59 |222 222
Sp (%) 375 719 938 938 | 00 286 786 929|969 969|929 929
10dias VPP (%) | 375 471 71,4 500 | 391 375 625 800 |667 500|667 66,7
VPN (%) | 706 719 714 66,7 | 00 571 733 722|674 660 650 650
n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
Se (%) 824 471 294 235 | 778 556 444 333 | 59 59 |111 00
Sp (%) 219 656 844 938 | 00 357 857 929|969 969|929 929
14dias VPP (%) | 359 421 500 66,7 | 333 357 66,7 750|500 500|500 00

VPN (%) | 700 700 69,2 698 | 00 556 70,6 684 | 660 660|619 591

n 49 49 49 49 23 23 23 23 49 49 23 23
*Consultar Materiales y Métodos para la definicion de las reglas. Se: Sensibilidad. Sp: Especificidad.
VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN: Valor Predictivo Negativo. n: nimero de casos.

Tabla V.24. Resultados de Se, Sp, VPP y VPN al aplicar los algoritmos* a las medidas de
CE del prototipo en el ordefio de la tarde, considerando 5 dias post-infeccion

conjuntamente.
Horizonte R1 R2 R3 R4
temporal 5% 10% 20% 30% | 5% 10% 20% 30% | 36 45 | 36 4o

Se (%) 905 619 333 190 | 1000 1000 600 30,0 | 286 238 |800 60,0
Sp (%) 286 536 893 964 | 7.7 231 615 692 | 893 929 | 308 692
4dias VPP (%) | 487 500 700 800 | 455 500 545 429 | 66,7 714 |471 60,0
VPN (%) | 800 652 641 614 | 1000 1000 66,7 563 | 625 619 | 66,7 692
n 490 490 490 490 ] 230 230 230 230 ] 490 490 | 230 230
Se (%) 905 66,7 333 19,0 | 1000 1000 60,0 300 | 190 19,0 | 50,0 40,0
Sp (%) 214 464 929 964 | 00 308 692 692 | 1000 1000|615 923
8dias VPP (%) | 46,3 483 778 800 | 435 526 600 429 | 100,0 1000 | 50,0 80,0
VPN (%) | 750 650 650 614 | 00 1000 69,2 563 | 622 622 | 615 66,7
n 490 490 490 490 | 230 230 230 230 | 490 490 | 230 230
Se (%) 905 571 381 19,0 | 1000 100,0 50,0 300 | 190 19,0 | 40,0 30,0
Sp (%) 179 536 857 964 | 0,0 308 692 692 | 1000 1000|769 923
10dias VPP (%) | 452 480 66,7 800 | 435 526 556 429 |1000 1000 |571 750
VPN (%) | 714 625 649 614 | 00 1000 643 563 | 622 622 |625 632
n 490 490 490 490 | 230 230 230 230 | 490 490 | 230 230
Se (%) 952 952 429 286 | 1000 100,0 50,0 30,0 | 14,3 9,5 | 400 10,0
Sp (%) 10,7 214 679 857 | 00 154 615 692 | 964 1000 | 76,9 100,0
14dias VPP (%) | 444 476 50,0 600 | 435 476 500 429 | 750 1000 | 57,1 1000

VPN (%) | 750 857 613 615| 00 1000 615 563 | 600 596 | 625 591

n 490 490 490 49,0 ] 230 230 230 230 ] 490 49,0 | 230 230
*Consultar Materiales y Métodos para la definicion de las reglas. Se: Sensibilidad. Sp: Especificidad.
VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN: Valor Predictivo Negativo. n: nimero de casos.
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4. DISCUSION.

La incidencia y prevalencia de la infeccion intramamaria fue muy elevada (46,15%
en ovejas y 42,87% en glandulas), comparada con la bibliografia consultada, en la que los
valores de prevalencia oscilan entre un 5% publicado en la revision de Contreras et al.
(2007), pasando por 10,4% (Al-Majali y Jawabreh, 2003) y 39,9% (Leitner et al., 2001) a
nivel de glandula y un 15% (Mc Dougall et al., 2003) y un 32% (Leitner et al., 2003) a
nivel de individuo. Fue también superior a lo observado en el Ensayo 1, donde se obtuvo
una incidencia de la infeccién del 18,75% y 9,52% en ovejas multiparas y primiparas,
respectivamente, en el primer afo y del 18,33% en el segundo afio. La alta incidencia de la
infeccion en este experimento es debida al propio disefio experimental. Las diversas SDS
practicadas aumentaron la probabilidad de que las glandulas adquirieran una infeccion
intramamaria al quedar expuestos los pezones a practicas de ordefio y/o manejo
consideradas como “de riesgo” para la transmision cruzada de mamitis. Todas las
infecciones cursaron de forma subclinica probablemente debido a que desde el inicio de las
SDS se realizaron cultivos bacteriologicos y se analizo el RCS de forma diaria, por lo que
en el momento que aparecia la infeccion intramamaria y antes de que se observaran
sintomas clinicos las glandulas infectadas dejaban de someterse a SDS.

El efecto significativo del ordefio (mafiana o tarde) en las variables fue debido al
diferente intervalo entre ordefios, transcurriendo 8 h desde el ordefio de la mafiana a la
tarde y 16 horas desde el ordefio de la tarde a la mafiana siguiente. La mayor produccién en
el ordefio de la mafiana genera un efecto dilucion que provoca que el RCS sea menor, de
acuerdo a lo observado por Arias et al. (2012) también en ovejas Manchegas, y Santos et
al. (2007). Este efecto también puede darse en los distintos componentes de la leche,
afectando a su composicion dando lugar a variaciones de la CE, lo cual ha sido observado
también en ganado vacuno (Fernando et al., 1985; Hillerton y Walton, 1991) y en ovino
por McKausick et al. (2002) quienes observaron un incremento de la grasa en el ordefio de
la tarde.

En las glandulas infectadas pertenecientes a ovejas infectadas de forma unilateral no
se observO ninguna variacion significativa de la CE, de forma similar a lo observado en
ganado caprino por Diaz et al. (2012), quienes lo atribuyeron a que para que la CE
aumente, la infeccion debe provocar dafios suficientes en los tejidos que modifiquen la

permeabilidad de sales hacia el lumen alveolar, siendo uno de los principales factores del
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incremento de la CE en la leche, de acuerdo con Linzell et al. (1974). En este ensayo los
resultados del estudio de regresion de la CE con la composicion de la leche indican que son
la lactosa y caseinas los responsables mayoritarios de las variaciones de CE (Rzparcialzo,s:l.).
Ambos componentes son sintetizados por los lactocitos, por lo que dafios en los mismos
causaran descenso de dichos componentes (Shuster et al., 1991), los cuales tienen una
relacién negativa con la CE. Asi, es necesario que el dafio causado sea suficiente para
causar variaciones en la composicion que modifique la CE.

La instauracion de la infeccién bilateral provoco un incremento significativo de la
CE de acuerdo con lo observado en diversos trabajos en ganado vacuno (Fernando et al.,
1982; Bruckmaier et al., 2004; Holdaway, 2006), en ganado caprino (Ying et al., 2004;
Diaz et al., 2012 y en ganado ovino (Peris et al., 1989, 1991). En el ordefio de la mafiana,
la CE se incrementd de forma significativa en el primer periodo tras la instauracion de la
infeccion (1-3 dias), aunque el valor maximo de CE (4,41 mS/cm) no se alcanzo hasta el
segundo periodo desde la instauracion de la infeccién (4-7 dias). En el ordefio de la tarde,
el valor maximo (4,26 mS/cm) se alcanzé inmediatamente después de la instauracion de la
infeccion. Estos valores son inferiores a los medidos por Peris et al. (1989) quienes
observaron una CE de 4,40 mS/cm en ovejas de raza Manchega libres de infeccion
intramamaria, alcanzando valores entre 5,04 mS/cm y 10,28 mS/cm en glandulas
infectadas por S. epidermidis y S. aureus, respectivamente. También en ganado ovino,
Barth et al. (2008) obtuvieron mayor CE (5,0 £ 0,56 mS/cm) que los medidos en este
experimento, observando ademas una alta variabilidad en la CE, que la atribuyeron a las
variaciones del contenido graso de la leche. En estudios més recientes, Caria et al. (2016)
registraron una CE media global en ovejas de raza Sarda de 4,73 £0,54 mS/cm, con una
CE de 5,20 mS/cm cuando el RCS era superior a 700x10° cel/mL (umbral que utilizaron
para la clasificacion de mamitis), y de 4,63 mS/cm en ovejas con RCS inferior al
mencionado umbral. En el mismo trabajo, proponen un umbral de 4,835 mS/cm para
diferenciar entre glandulas sanas e infectadas, con el que obtuvieron un 73,08 y un 75,46%
de Se y Sp, respectivamente. Este umbral es superior al valor maximo de CE registrado en
este ensayo, lo que corrobora la necesidad de tener en cuenta otros factores que afectan a la
CE ademas de la mamitis (raza, estado de lactacion, nimero de parto...), por lo que no
seria valido un mismo umbral absoluto de CE para la deteccion de mamitis en todo el

ovino lechero, de acuerdo también con lo observado en el Ensayo 1 de esta Tesis.
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El efecto significativo de la instauracion de la infeccion sobre animales infectados
bilateralmente sugiere que el empleo de sistemas de deteccion de mamitis basados en
lecturas diarias de CE podria detectar incrementos de la variable, y con ello, la enfermedad
en las glandulas afectadas de forma bilateral. En cambio, en los animales en los que la
infeccion se instauré de forma unilateral, al no producirse cambios significativos en la CE,
la enfermedad no seria detectada.

Respecto a la produccion, se registrd una oscilacion durante los periodos previos al
dia de referencia de instauracion de la infeccion tanto en las glandulas de ovejas que
permanecieron libres de infeccion e infectadas unilateralmente, por lo que el descenso
observado en el periodo inmediatamente posterior a la instauracion de la infeccion parece
ser una continuacion de las fluctuaciones normales que pueden estar afectadas por otros
factores, de modo similar a lo observado por Diaz et al. (2012) en ganado caprino. En este
trabajo no se observd que la infeccion unilateral provocase un descenso de la produccién
de la glandula infectada, ni un incremento compensatorio en la glandula colateral, lo que
contradice a lo observado anteriormente en ganado ovino manchego por Marti de Olives et
al. (2013) y Rovai et al., (2015), quienes obtuvieron un descenso de la produccion en
glandulas infectadas cercano al 50% tanto en ovejas Manchegas como Lacaune.

En las glandulas de ovejas infectadas bilateralmente si se dio un descenso de la
producciéon en ambos ordefios en el primer periodo tras la instauracion de la infeccion,
bajando de los niveles registrados en los periodos anteriores a la instauracion de la
infeccion. Este descenso fue de 21,41 y del 19,44% en el ordefio de la mafiana y de la
tarde, respectivamente, superior a lo observado por Gonzalo et al. (2002), quienes
cuantificaron las pérdidas de produccion por una infeccién bilateral causada por patdgenos
mayores en un 10%, mientras que en las unilaterales registraron un descenso del 8,75%. En
el caso de ganado vacuno, los resultados son similares a los encontrados por Secchiari et
al. (1999). La mayoria de las mamitis bilaterales fueron provocadas por patdgenos
mayores, aislandose enterobacterias en un 77,78 % de las ovejas. Es un porcentaje muy
elevado comparado con el que obtuvo Gonzalo et al., (2002), quienes solo encontraron
enterobacterias en el 2,07% de los aislamientos realizados. Sin embargo, Albenzio et al.
(2002), aislaron E. coli en un 41,9% de los casos de mamitis encontrados en 380 ovejas
Comisana y la achacaron a una falta de higiene y la exposicion de las ovejas a un ambiente
y un manejo estresante. La alta prevalencia obtenida en este ensayo puede ser debida a la

supresion del sellado de las glandulas tras el ordefio durante las SDS, con lo que los
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animales quedaban expuestos a la entrada de este tipo de microorganismos, ya que son
considerados ambientales, y causan infeccion por el contacto del animal con la cama u
otros objetos contaminados. La disminucién de la produccion, aunque no significativa, fue
menor en las mamitis causadas por patogenos ambientales (15%), que cuando se aislaron
estafilococos coagulasa negativos (22%).

Los valores de RCS tanto en glandulas sanas como en las infectadas, son superiores a
los que obtuvieron Marti et al. (2013) en ganado ovino Manchego. Con el progreso del
experimento se observo un incremento significativo del RCS en las glandulas infectadas,
especialmente en el primer periodo tras el establecimiento de la infeccién, lo cual esta de
acuerdo con la bibliografia consultada (Leitner et al., 2001; Gonzalo et al., 2002; Mc
Dougall et al., 2002 y Santos, 2007). También se observé un incremento significativo en
las glandulas sanas, pero de escasa magnitud (menos de 100.000 cel/mL), mientras que en
las infectadas se multiplic6 por diez el valor previo a la infeccion.

La correlacion del RCS y CE fue significativa, aunque moderada, en ambos ordefios,
siendo mayor en el intervalo de altos recuentos (RCS>400.000 cel /mL), lo que nos indica
que la CE puede ser un indicador del estado sanitario de las glandulas, de acuerdo con lo
publicado en ganado vacuno (Bruckmaier et al., 2004; Yildz et al., 2006). Diaz et al.
(2012) obtuvieron también una correlacion positiva y significativa entre la CE y el RCS,
siendo esta mayor para RCS > 2.000 x 10 * cel/mL (el mayor intervalo estudiado).

Al aplicar distintos algoritmos de calculo para la deteccion de mamitis mediante la
medida diaria de la CE en los cinco dias posteriores a la instauracion de la infeccion
tratados de forma separada, se obtuvieron valores moderados de Se. Los casos en los que
se obtuvo una elevada Se, fueron acompafiados por baja Sp, es decir se estarian dando
muchas falsas alarmas, que se traducirian en tratamientos innecesarios a animales sanos, 0
la necesidad de utilizar un método complementario a los sensores de CE para confirmar la
enfermedad.

Al considerar en conjunto los cinco dias posteriores a la infeccién, si se registran
valores altos de Se y de Sp en el ordefio de la mafiana. Aplicando la R4, que emplea la
relacién de CE entre glandulas colaterales (RELEC) y el umbral de 3o, con un horizonte
temporal de 10 dias, tanto la Se como la Sp, VPP y VPN fueron superiores al 90%. Con la
misma regla, considerando los cinco dias por separado se obtuvo solamente un 22,7% de
Se.
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En cuanto a los valores obtenidos al aplicar las distintas reglas a las medidas de CE
tomadas por el prototipo, aunque en algunos casos la Se mejora con respecto a la obtenida
con el conductimetro de referencia, también hay un descenso del VPP. Esto puede deberse
al descalibrado que sufre el prototipo a lo largo del experimento. Sus registros de CE son
cada dia mayores que los obtenidos con el de referencia, este incremento paulatino de las
medidas, se traduce en un incremento de los FP y mucho menor VPP, que se atribuye al

observado.

5. CONCLUSIONES.

e El establecimiento de una infeccion intramamaria produjo un incremento del RCS y una
disminucion significativa de la produccion, mas acusada en ovejas infectadas
bilateralmente que unilateralmente. La media de CE tras la instauracion de la infeccion
solo se elevo de forma significativa cuando la infeccion se produjo de forma bilateral.

e Lalactosay la caseina fueron las responsables en mayor medida de las variaciones de la
CE con una Rzpamm de 0,43 y 0,38, respectivamente, estando el contenido de ambas
inversamente relacionado con la CE.

e La medida diaria de la CE puede ser una buena herramienta para la deteccion de
mamitis si se utilizan los algoritmos adecuados. Las reglas basadas en la deteccion de
variaciones andémalas de la RELCE han presentado mejores resultados que las basadas
en variaciones de la CE. Aplicando la R4 con un umbral de 3o, y teniendo en cuenta un
horizonte temporal de 10 dias, tanto la Se como la Sp, VPP y VPN fueron superiores al
90% al tener en cuenta el conjunto de los cinco dias posteriores al establecimiento de la
infeccion.

e Se han observado variaciones en cuanto al funcionamiento de las distintas reglas
aplicadas en funcion del ordefio, de forma general, las reglas basadas en desviaciones
respecto a la media movil (R1 y R2) han funcionado mejor en el ordefio de la mafiana.
Y las basadas en desviaciones sobre la desviacion tipica (R3 y R4) han presentado un
mejor comportamiento en el ordefio de la tarde.

e A pesar de que con los datos registrados por el prototipo también se han obtenido
altas Se y Sp, los VPP y VPN han sido inferiores, atribuyéndose a la descalibracion del
equipo observada a lo largo del experimento. Por ello, es necesario que en el desarrollo

de equipos para la medida on-line de la CE se integren métodos de autocalibracion.
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VI. Conclusiones Generales

VI. CONCLUSIONES GENERALES.

Las principales conclusiones que pueden obtenerse a partir de los resultados de los

experimentos que se recogen en esta Tesis Doctoral son los siguientes:

A. La CE de la leche varia en funcion del estado sanitario de las glandulas, pero también
se producen variaciones a causa de distintos factores no infecciosos. La CE varia a lo
largo de la lactacion, siendo al inicio superior a la registrada en el resto de lactacion.
Se observa la misma evolucion de la variable independiente del nimero de parto, pero
la CE de las ovejas primiparas es inferior a la de las multiparas. La sesion de ordefio
también tiene un efecto significativo en la CE, siendo menor la medida en el ordefio de
la tarde. Y por ultimo, también se observan diferencias en la CE de la leche de una
misma glandula en funcién de la fraccion de ordefio en la que se mida, siendo inferior
en la leche de apurado que en la leche maquina y esta, a su vez, es menor que la de los

primeros chorros.

B. En glandulas con mamitis infecciosa, la CE fue significativamente superior a la
registrada en las glandulas sanas o con infeccion latente en ovejas primiparas y
multiparas, aunque solo se observaron diferencias entre la CE de glandulas sanas o con
infeccion latente en animales primiparos. En las glandulas con mamitis infecciosa, la
CE de las tres fracciones estudiadas sigue una evolucion similar a la de las glandulas
sanas (disminuye a medida que avanza el ordefio), pero en este caso no se observan

diferencias significativas entre la leche maquina y la leche de apurado.

C. El establecimiento de la infeccion intramamaria solo provocé una elevacion
significativa de la CE en las glandulas de las ovejas que se infectaron de forma

bilateral.

D. En los tres experimentos se observo que algunos componentes de la leche explican en
gran medida los cambios que se producen en la CE, por lo que cualquier efecto que
haga que esta varie, provocara cambios en la CE. Por tanto, la CE es un método valido
para la deteccion de mamitis siempre y cuando la infeccion llegue a provocar dafios en

la glandula mamaria capaces de alterar la composicion de la leche.
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Hay una correlacion significativa pero moderada entre la CE de la leche y el RCS,

siendo ésta mayor cuando se eleva el RCS por encima de 400.000 cel/mL.

Debido a que la CE varia en funcion de distintos factores no infecciosos, el
establecimiento de un umbral absoluto de CE para la clasificacion de las glandulas en
funcion de su estado sanitario no logra resultados 6ptimos. De esta forma, para un
mismo umbral de CE, la Se, Sp, VPP y VPN variaron en funcién del nimero de parto,

el tipo de ordefio (mafana o tarde) o la fraccion de leche.

Para minimizar el efecto de los factores no infecciosos en la capacidad de deteccion de
mamitis de la CE de la leche, es recomendable el uso de algoritmos de céalculo basados
en la comparacion de la CE con medidas previas de la CE de una misma glandula que
permitan detectar variaciones andmalas de la variable, con los que se han obtenido
resultados satisfactorios en esta Tesis. El mejor resultado se ha obtenido al aplicar la
regla basada en la deteccion de una desviacion de la RELCE de tres veces la
desviacion tipica con respecto a la media de RELCE de los registros tomados durante
los 10 dias anteriores (36 > RELCE — RELCEned (10 dias previos) > 30), al tener en cuenta

el conjunto de los 5 dias posteriores a la instauracion de la infeccion.

Para una correcta medida de la CE “on-line” durante el ordefio, serian necesarios mas
estudios enfocados al disefio de sensores de menor tamafio que puedan de ser
integrados en el tubo corto de leche o en la pezonera, dotados un sistema de
autocalibracion, cuidando en todo momento que su fabricacion sea a base de
materiales autorizados para su uso en la industria agroalimentaria y que no se vean

afectados por los detergentes utilizados en el lavado diario de las maquinas de ordefio.
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