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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar y comparar el recuento de células
somaticas (RCS) en muestras de leche de vaca mediante el Kit Somaticell® y el equipo
automatizado Fossomatic™ 7 DC, en el distrito de Tumbadén, provincia de San Pablo,
Cajamarca. Para ello se recolectaron 100 muestras de leche provenientes de vacas en
periodo de lactacion, las cuales fueron analizadas mediante ambos métodos. Se
realizaron analisis estadisticos descriptivos, comparacion de los recuentos de células
mediante la prueba de rangos con signo de Wilcoxon, correlacion de Spearman y
evaluacion de indicadores de rendimiento diagndstico (sensibilidad, especificidad,
valores predictivos y exactitud). Los resultados mostraron diferencias significativas en
el recuento de células somaticas entre ambos meétodos en las categorias de mastitis
clinica y muestras normales (p < 0,05), ademas de una correlacion positiva muy fuerte
(p=0,906; p<0,001) entre ambos métodos. El Kit Somaticell® presentdé una
sensibilidad del 100%, una especificidad del 89,4 %, un valor predictivo positivo del
82,9 %, un valor predictivo negativo del 100 % y una exactitud diagnostica del 93 %,
con un coeficiente de concordancia Kappa de 0,851, indicando una concordancia casi
perfecta. Se concluye que el Kit Somaticell® constituye una herramienta préctica, de
alta sensibilidad y especificidad, para el diagnéstico rapido de mastitis bovina,
especialmente en sistemas de produccion rural o en contextos donde no se disponga

de equipos automatizados.

Palabras clave: Mastitis, bovinos, Somaticell, Fossomatic, recuento de células
somaticas (RCS).



ABSTRACT

The present study aimed to determine and compare the somatic cell count (SCC) in
cow milk samples using the Somaticell® Kit and the automated Fossomatic™ 7 DC
device in the district of Tumbadén, province of San Pablo, Cajamarca. A total of 100
milk samples were collected from lactating cows and analyzed using both methods.
Descriptive statistical analyses, the Wilcoxon signed-rank test for paired comparisons,
Spearman’s correlation analysis, and evaluation of diagnostic performance indicators
(sensitivity, specificity, predictive values, and accuracy) were performed. The results
showed statistically significant differences in the somatic cell counts between both
methods in the clinical mastitis and normal sample categories (p < 0.05), along with a
very strong positive correlation (p=0.906; p<0.001). The Somaticell® Kit
demonstrated a sensitivity of 100%, specificity of 89.4%, positive predictive value of
82.9 %, negative predictive value of 100 %, and an overall diagnostic accuracy of 93
%, with a Cohen's Kappa coefficient of 0.851, indicating almost perfect agreement. It
is concluded that the Somaticell® Kit represents a practical, highly sensitive, and
specific tool for the rapid diagnosis of bovine mastitis, particularly in rural production
systems or contexts lacking access to automated diagnostic equipment

Keywords: mastitis, bovine, Somaticell, Fossomatic, somatic cell count (SCC).



INTRODUCCION

La produccion lechera es una de las actividades productivas con mayor dinamismo en
la region de Cajamarca y se caracteriza por su relevancia econémica y su contribucion
a la seguridad alimentaria. La leche es un alimento esencial en la nutricion humana
debido al alto contenido de proteinas, mismas que aportan aminoacidos esenciales
necesarios para un buen funcionamiento del organismo. Ademas, contiene péptidos
bioactivos que ejercen como inmunomoduladores, antihipertensivos, antitromboticos

y antimicrobianos a nivel gastrointestinal y sistémico (1).

Para que la leche sea considerada de calidad, debe estar libre de contaminantes fisicos,
qguimicos y microbioldgicos, ademas de presentar caracteristicas organolépticas
normales y exhibir una baja carga bacteriana. La presencia de patdgenos en la glandula
mamaria da lugar a la mastitis, que es una enfermedad que desencadena una respuesta
del sistema inmunoldgico de la vaca, promoviendo la migracion de leucocitos hacia la

leche para combatir la infeccion (2).

Cuando los mecanismos de defensa eliminan eficazmente a los microorganismos, la
concentracion de leucocitos vuelve a su normalidad. Sin embargo, si no son eliminados
por completo, se produce un estado de mastitis subclinica que se caracteriza por una
secrecion continua de células inmunes hacia la leche. Estas células estdn compuestas
principalmente por leucocitos y conforman lo que se denomina Recuento de Células

Sométicas (RCS). Un RCS elevado es un indicador clave de mastitis activa (3).

Existen varios métodos para realizar el RCS, en general son cualitativos en campo y
cuantitativos en laboratorio. La Prueba California para Mastitis (CMT, por sus siglas
en inglés) sigue siendo la més utilizada a nivel de campo para el diagndstico de mastitis

subclinica en vacas lecheras (4). Las pruebas electronicas son de alta precision, pero



son costosas y no son de uso masivo, son basicamente utilizados por la gran industria

lechera y para trabajos de investigacion (5).

Ante esta realidad, surge la necesidad de disponer de pruebas de campo que permitan
obtener un recuento de células somaticas de forma accesible y confiable, lo que
ayudaria a los ganaderos a tener un dato preciso acerca de la sanidad de la ubre para
tomar las medidas correctivas de manera inmediata y mejorar la calidad de la leche. El
Kit Somaticell® representa una alternativa potencial al ofrecer una metodologia
cuantitativa y portatil; no obstante, su desempefio diagnostico debe ser validado frente
a métodos de referencia como el Fossomatic™ 7 DC, para asegurar su idoneidad en

condiciones de campo.

Por lo expuesto, el presente estudio tuvo como objetivo general determinar y comparar
el recuento de células sométicas en muestras de leche de vaca mediante el Kit
Somaticell® de campo y el equipo Fossomatic™ 7 DC en el distrito de Tumbadén,
provincia de San Pablo, Cajamarca. Para ello, se disefi6 un estudio comparativo y
descriptivo, en el cual se recolectaron 100 muestras de leche provenientes de vacas en
lactacion, las cuales fueron analizadas mediante ambos métodos, y los resultados
fueron sometidos a andlisis estadisticos de comparacion, correlacion y evaluacion de
indicadores de rendimiento diagndstico, como sensibilidad, especificidad, valores

predictivos y coeficiente de concordancia Kappa.

La evaluacion del Kit Somaticell® frente a un método automatizado de referencia
pretende aportar evidencia cientifica sobre su desempefio, y contribuir asi a la
optimizacion de las estrategias de diagnostico de mastitis subclinica en sistemas

productivos rurales o en contextos donde no se disponga de equipos automatizados.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes de la investigacion

1.1.1. Internacionales

Mateo de Assis Santos llevo a cabo una investigacion entre febrero y mayo de
afio 2019, en dos asociaciones de caprinos lecheros, ubicadas en los municipios
de Gurjdo-PB y Santo André-PB, en Brasil, se tomaron 46 muestras de leche
para analisis RCS utilizando el kit Somaticell® y 46 muestras para analisis RCS
por el método de microscopia directa, al verificar los promedios de los resultados
de RCS, observo que eran discrepantes, con 1,695,870 células/mL para

microscopia directa y 475,217 células/mL para el kit Somaticell® (6).

Ferronatto y colaboradores en el afio 2018 en Brasil, evaluaron tres métodos para
el diagnostico indirecto de mastitis durante el periodo posparto. Estos métodos
fueron: Recuento automatico y microscopico de células somaticas (RCS), el
California Mastitis Test (CMT) y Somaticell®. Se utilizaron un total de 538
muestras de leche de 34 vacas. Estas se recolectaron en seis momentos: Dia del
parto, dia 3, 7, 15, 21 y 30 dias después del parto. EI RCS automatico y
microscopico, el CMT y Somaticell® pudieron detectar mastitis durante el
periodo posparto inmediato (hasta 3 dias posparto). Sin embargo, los valores
encontrados mediante la prueba Somaticell® también fueron discrepantes con

los RCS automaticos y microscopicos (7).

En un estudio realizado en el 2012, para evaluar la correlacion entre el Recuento
electronico de células somaticas con Somaticell®, ademas de encontrar la

sensibilidad y la especificidad y valores predictivos de 340 muestras, el 26,5%



1.2.

tuvieron un de puntaje 1 (69-166 x103células mL-1), el 26,8% presentd un
puntaje 2 (167-418x103células mL-1), el 27,4% obtuvo un puntaje 3 (419-
760x103células mL-1) y el 19,4% una puntuacion de 4 (761 a 1970x103células

mL-1) (8).

En otro estudio realizado por Rodrigues y colaboradores en el 2009, la prueba
Somaticell® determind correctamente el RCS en muestras de leche fresca de
cuartos mamarios. La correlacion entre Somaticell® y el recuento electronico de
células somaticas fue de 0,92 y el coeficiente k de 0,82. Y se utilizd un umbral
de 205,000 células/mL, el estudio indicd que esta variacion no fue significativa

y no afectd la cantidad de muestras clasificadas como con mastitis subclinica (9).

Bases Tedricas

1.2.1. Anatomiay fisiologia de la glandula mamaria

La glandula mamaria de la vaca esta conformada por cuatro glandulas secretoras
de origen dérmico cubierta por su exterior de piel y su funcién principal es
secretar leche. En su parte externa estd compuesto por un sistema suspensorio y
en la parte interna por tejido conectivo que se le conoce como estroma y otra
parte epitelial y secretora que lo conforma el parénquima de la glandula
mamaria. Cada glandula mamaria contiene sus propios conductos, vasos

sanguineos y sistema nervioso (10, 11).

1.2.2. Constitucion de la glandula mamaria

Externamente esta constituido por la piel dandole estabilidad y suspension a la
glandula mamaria protegiéndole de traumas e invasion de los microorganismos,
también se puede apreciar un tejido subcutaneo que une la piel con los tejidos de

la glandula, en su parte superficial se encuentra el ligamento suspensorio y en la



parte lateral profunda se puede observar dos ligamentos suspensorios, ambos son
de tejido conjuntivo fibroso. El ligamento suspensorio medio es el mas
importante ya que se encarga de dar soporte a la glandula mamaria durante su
vida productiva de la vaca (12). La glandula mamaria esta conformada por cuatro
cuartos independientes y cada uno de ellos tienen su unidad funcional para

secretar la leche independientemente por su pezén o canal (13).

1.2.3. Constitucion interna de la glandula mamaria

Mas internamente se encuentra el alveolo como unidad funcional para la
produccion y secrecion de la leche, cada alveolo es una vesicula, lugar donde se
transforma la leche que llegan del sistema circulatorio con sustancia especificas,
el grupo de alveolos da lugar a la formacion de los racimos y éstos dan lugar al
lobulillo, los lobulillos por su parte forman un Iébulo que desemboca en un
conducto mas grande rodeado por tejido conjuntivo como se puede apreciar en

la figura 1 (13, 14).

Tejido glandular
Lébulos formados por Monocapa de
lobulillos (agrupaciones células epiteliales
de alveolos) ALVEOLO secretoras de leche

Conductos
colectores

Monocapa
de células
mioepiteliales
sensibles a
oxitocina

Lumen alveolar
con leche

Capilar
sanguineo

Cisterna
glandular

Cisterna
del anilio

Cisterna
del pezén

Esfinter del Roseta de
pezén Furstenberg

Figura 1. Corte transversal de la glandula mamaria, se puede observar la estructura de

los alveolos, sistema de conduccion, coleccion de la leche y el pezon (13).



1.2.4. lrrigacién de la glandula mamaria

La irrigacion de la glandula mamaria esta constituida por los vasos sanguineos,
arterias y venas, los cuatro cuartos cuentas con su sistema circulatorio
independiente, el sistema arteria permite el paso continuo de nutrientes para la
produccion de la leche. Es necesario que pasen 500 L de sangre por la glandula

mamaria para producir 1 L de leche como se puede apreciar en la figura 02 (15).
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Figura 2. Esquematizacion del tejido secretor, apreciacion de loa alveolos con los

conductos alveolares y galactoforos (16).

1.2.5. Sistema linfatico de la glandula mamaria

El sistema linfatico se encarga de eliminar los desechos de la glandula mamaria
con la destruccion de sustancias extrafias y gran cantidad de linfocitos como
defensa de microorganismos, presenta una gran red linfatica que se distribuye
por el parénquima mamario que tras su recorrido terminan en dos grandes
nodulos denominados como nodulos supramamarios que se encuentran en la

parte superior e inferior de la glandula mamaria (14, 15).



1.2.6. Sistema nervioso de la glandula mamaria

El sistema nervioso se encarga de controlar el transporte de sangre en la glandula
mamaria y por otro lado se encarga de controlar el sistema muscular que rodean
los alveolos y conductos y musculos que se encuentran presentes en el pezon,
existen nervios sensoriales presentes en la piel principalmente en los pezones

importantes en el reflejo nervioso para que se produzca la bajada de la leche (17).

1.2.7. Eyeccion de la leche

Para que se produzca la eyeccién de la leche es importante que se produzca un
reflejo neuroendocrino como respuesta de estimulos sensoriales presentes
principalmente en los pezones que a través de impulsos nerviosos llegan hasta el
hipotdlamo para que luego se sintetice oxitocina, esta oxitocina es llevada a la
neurohipdfisis para ser liberada al torrente sanguineo hasta llegar los receptores
de las células mioepiteliales de la glandula mamaria produciéndose una
contraccion para que se produzca la bajada de la leche, como se aprecia en la

figura 03 (16).

Existen varios estimulos que son necesarios que se produzcan antes del ordefio
que permita un flujo continuo, también puede estar influenciado por otros
factores como la raza, la etapa de lactacion, el tipo de ordefio. Los estimulos mas
frecuentes es la estimulacion visual tactil que permite la observacién de la cria
de la vaca, también esta la estimulacion tactil que puede ser de manera manual
0 mecanica, em ambos casos son importantes para la liberacion de la oxitocina

(18, 19).



Glandula mamaria
Célula epitelial
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Hipotalamo 4 |
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células mioepiteliales

@ Eyeccién lactea

Estimulo tactil de la
glandula mamaria Fase nerviosa

Fase endocrina

Figura 3. Esquematizacion de la eyeccion de la leche a través del reflejo
neuroendocrino (16).

Por otro lado, también existen factores que pueden interrumpir la baja de la leche
afectando principalmente la produccion de leche produciendo estrés en las vacas
lecheras (16). Otros factores como los ruidos, presencia de otros animales o la
exposicién continua a factores estresantes no solo afecta la produccion de leche

sino también pueden inhibir la eyeccion de la leche (20).
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Figura 4. estimulos positivos y negativos que se producen en la eyeccion de la
leche (21).



1.2.8. Mecanismos de defensa de la glandula mamaria
El mecanismo de defensa de la glandula mamaria no solo depende de las barreras
fisicas y anatomicas sino también de mecanismos inmunologicos a través de una

respuesta celular y humoral (22).

1.2.8.1.Mecanismos no inmunolégicos
En primera linea de defensa encontramos las barreras fisicas, como la
conformacién del pezén con una superficie suave que evita que los
microorganismos de puedan adherir e ingresen en la glandula mamaria
por otro lado, el canal del pezon se cierra con un tapdn de queratina
aproximadamente 2 horas después del ordefio limitando el ingreso de

microorganismos (23).

Una segunda barrera de defensa lo conforman algunas proteinas
bactericidas que tienen funcidn fagocitaria, los lisosomas con actividad
bactericida con capacidad de eliminar microorganismos Gram (+) y
Gram (-), también se encuentra el sistema lactoperoxidasa-tiocinato con
accion antimicrobiano y finalmente la lactoferrina fijadora de hierro que

inhibe la proliferacion y crecimiento de microorganismos (24, 25).

1.2.8.2.Mecanismos inmunolégicos
Se da a través de una inmunidad celular y una inmunidad humoral; la
primera es una inmunidad inespecifica denominada respuesta innata y se
activa en los inicios eliminando los microorganismos a través de
macrofagos, neutrofilos, células NK (asesinas naturales), presentesen la
glandula mamaria; seguida de la inmunidad especifica denominada

también como respuesta adaptativa con un sistema de defensa que
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reconoce a los microrganismos desarrollando memoria inmunoldgica,
esta mediada por la presencia de anticuerpos producidos por los linfocitos
B (25).

Células de defensas y mediadores de la inflamacidn presentes en la

glandula mamaria de la vaca

Las principales células que desencadena una reaccion inflamatoria son a
través de mediadores quimicos y neutréfilos por la presencia de
microorganismos o trauma de la glandula mamaria (26). Otro mediador
quimico importante presente en la glandula mamaria son las citocinas,
potentes moduladores de la respuesta inflamatoria y sirven como

mediadores de la respuesta frente a una mastitis bovina (27).

¢ Qué es la leche?

Es uno de los alimentos béasicos e importantes en alimentacion del
hombre proporcionando un alto contenido nutricional como proteinas,
aminoacidos esenciales, vitaminas, calcio y fosforo, también ayuda en la
prevencion de algunas enfermedades (cardiacas, enfermedades
cancerigenas, hipertension arterial, enfermedades Oseas y dentales), por
lo que, la calidad se tiene que tener en cuenta que la vaca esté libre de
estrés y enfermedades que puedan afectar la salud de la glandula mamaria

(29).

Células sométicas en la leche
Las células somaticas estan compuestas por células epiteliales y
leucocitos provenientes del sistema circulatorio de la glandula mamaria

que aparecen en la leche por la presencia de microorganismos o un
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traumatismo y su importancia es que permite conocer el estado de
sanidad de la glandula mamaria. Algunos microrganismos que se
encuentra en el medio ambiente ingresan a la glandula mamaria, una vez
en su interior producen una respuesta inmunitaria enviando glébulos
blancos para que sean eliminados, estos glébulos blancos son las células
somaticas que se incrementa para eliminar a los microorganismos lo que

constituye el conocido RCS (3, 30).

Recuento de células somaticas (RCS)

El RCS es el numero de células existentes en la leche, es un
procedimiento comun de realizare en los establecimientos lecheros para
estimar la calidad de la leche, se puede realizar de vacas individualmente
o del tanque de conservacion de la leche, las glandulas mamarias que no
han tenido o infectado con microorganismos presentan un RCS entre
20,000 a 50,000 células/mL. Cuando se realiza un RCS por encima de

200,000 células/mL nos indica una mastitis subclinica (31).

Mastitis bovina

La mastitis es la inflamacion de la glandula, causado principalmente por
agentes bacterianos, virales y hongos que ingresan por el pezon,
causando innumerables pérdidas econémicas en los productores debido
a la calidad y disminucion de la leche y afectando la salud publica por
una mala calidad de leche. Los principales agentes que causan mastitis
en el ganado son (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli, Klebsiella spp., Mycoplasma spp. y Streptococcus

ambientales) estas pueden afectar directamente la reproduccion en los
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fundos lecheros ya que puede disminuir la fertilidad en vacas lecheras y

se incrementan los dias abiertos (32, 33).

La inflamacién de la glandula mamaria se asocia con signos clinicos que
pueden observar y palpar la cual se puede clasificar en mastitis subclinica

y mastitis clinica (34).

1.2.13.1.Mastitis clinica

Esta mastitis se caracteriza porque se puede observar alteraciones a
simple vista de la glandula mamaria, pudiendo observar incremento de
temperatura, enrojecimiento, prurito, inflamacion, traumatismos en la
glandula mamaria, grumos en la leche y una reduccion en la produccion
y calidad de la leche, también se puede observar dificultad para respirar,

enflaguecimiento y muerte de la vaca (35,36).

1.2.13.2.Mastitis subclinica

La mastitis subclinica no presenta ningun signo clinico ni cambio en la
observacion de la glandula mamaria ni de la leche durante el ordefio. Pero
si puede afectar la composicion de la leche por el incremento de células
somaticas como también la disminucién de la produccion de leche (37,
38). Estos cuadros de mastitis subclinica son dificiles de detectar ya que

no presentan signos clinicos (39).
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1.2.14. Etiologia
Se han identificado actualmente mas de 135 agentes causantes de
mastitis, cuya clasificacion mas general es en microorganismos

contagiosos y ambientales (40).

1.2.14.1. Microorganismos contagiosos

Uno de los agentes mas contagiosos en Europa y América del Norte es el
Staphylococcus aureus (S. aureus) (41), otro agente causante de la
mastitis contagiosa es el Streptococcus agalactiae que se encuentra
presente como reservorio en la glandula mamaria de los bovinos de leche
(42). Estos agentes microbianos se encuentran presente en la glandula
mamaria y el contagio es a través del ordefiador o de la maquina de
ordefio mal desinfectado (43). Mycoplasma bovis es un agente bacteriano
y se transmite entre bovinos durante el ordefio produciendo infecciones

clinicas y subclinicas generando resistencia a los antibidticos (44).

1.2.14.2. Microorganismos ambientales

Los agentes infecciosos se encuentran en el medio ambiente como en la
cama, materia fecal y suelo donde suelen descansar entre ellos podemos
encontrar a los Gram negativos como Escherichia coli, Klebsiella spp. y
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, y Enterococcus spp.
Las bacterias Gram negativas como Klebsiella spp., y Enterobacter spp.,
causando varios sintomas de la enfermedad, como una inflamacidn local,

decaimiento y muerte (45, 46).
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1.2.15. Diagnéstico
1.2.15.1.0Observacién y palpacion de la glandula mamaria
Este método de diagnostico se basa mediante en la observacion y
palpacion de la glandula mamaria y de sus cuartos, y lo que se puede
evidenciar (inflamacion, dolor, moretones y temperatura alta),
interpretandose un evidente caso de mastitis clinica acompafiados de
cambios en su composicion (presencia de grumos, cambio de color, entre

otros) (47).

1.2.15.2.Prueba de conductividad eléctrica (PCE)

Esta prueba se basa en el incremento de conductividad eléctrica debido a
la presencia de iones de sodio y cloro en leche y su unidad de medida es
el milisiemens por centimetro (ms/cm), generalmente se utiliza para

evaluar la glandula mamaria por cuartos separados (50, 51)

1.2.15.3.Prueba de California para Mastitis (CMT)

La CMT es una de las pruebas més utilizadas y de bajo costo que se puede
utilizar en campo, que nos permite estimar las cantidades de ADN de los
leucocitos en la leche, el CMT es un detergente que tiene un indicador de
pH y al mezclarse con la leche en proporciones de 1:1, este detergente
destruye las paredes celulares de los leucocitos liberando de esa manera

el ADN (49).

Los resultados obtenidos se clasifican en: negativo, trazas, una cruz, dos
cruces y tres cruces, de acuerdo a la formacion gelificante que se produce

(Cuadro 1) (50).
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Cuadro 1: California Mastitis Test (CMT): Interpretacion

Clase

Significado

Descripcion

Interpretacion
RCS/mlI

N

Negativo

La mezcla permanece en
estado liquido y homogéneo

0 - 200,000

T

Trazas

Reaccion  reversible, se
puede observar viscosidad y
desaparecer.

150,000 —- 500,000

1(+)

Ligeramente
positivo

Mezcla espesa, pero no se
forma gel en el centro de la
paleta la viscosidad puede
persistir, y puede caer poco
a poco.

400,000 —
1,500,000

2 (++)

3 (++4)

Positivo

Muy positivo

Formacion de gel en el
centro de la paleta cuando
se realiza movimientos
giratorios, y cuando se
interrumpe el giro el gel se
acumula en la parte inferior,
cuando se vierte la mezcla
la masa gelatinosa cae y se
puede quedar un poco de
liquido en el pocillo.

Se forma un gel en el centro
de la paleta y se pega con
facilidad en el fondo del
pocillo, pero no a un lado,
cuando se vierte se cae sin
dejar liquido en el pocillo.

Modificado de SERVET TALAVERA, 2012 (51).

800,000 —
5,000,000

>5,000,000

1.2.15.4.Prueba de Wisconsin para Mastitis (WMT)

Esta prueba sirve para determinar el RCS en leche fresca (vacas

individuales o en tanque) los resultados se miden cuantitativamente en

una escala graduada en mililitros, por lo que este método se utiliza en

laboratorio para ello se utiliza una tabla especifica para la prueba (Cuadro

2) (52).
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Cuadro 2. Interpretacion para la prueba de Wisconsin.

Wisconsin (ml) RCS Wisconsin (ml) RCS

3 140,000 19 920,00

4 165,000 20 990,000

5 195,000 21 1,055,000
6 225,000 22 1,130,000
7 260,000 23 1,200,000
8 300,000 24 1,200,000
9 340,000 25 1,360,000
10 380,000 26 1,440,000
11 420,000 27 1,525,000
12 465,000 28 1,610,000
13 515,000 29 1,700,000
14 565,000 30 1,800,000
15 620,000 31 1,920,000
16 675,000 32 2,030,000
17 730,000 3 2,030,000
18 790,000 34 2,800,000
19 855,000 35 2,800,000

Modificado de Philpot, 2001 (31).

1.2.15.5.Cultivo bacterioldgico

El cultivo bacterioldgico es importante ya que ayudan a identificar al
agente causante de la mastitis esto permite realizar un correcto
tratamiento ya que se puede realizar un antibiograma y utilizar el
antibiotico correcto, por otro lado, los resultados dependen de cémo se

tome la muestra de leche (47).

1.2.15.6.Kit Somaticell®
Este método es un test rdpido cuantitativo para determinar la
concentracion de células somaticas en leche (vacas individuales o en

tanques) se utiliza para identificar mastitis clinica y subclinica, esto



17

ayuda controlar la calidad de la leche como la salud de las vacas, para los

estandares de la industria lechera (50).

El método Somaticell® (Madasa, Sao Paulo, Brasil) es una prueba de
diagnostico de campo que ha sido elaborada como alternativa a la prueba
de California Mastitis Test (CMT). La prueba se basa en una
modificacion de la prueba de Mastitis de Wisconsin descrita por
Thompson y Postle (53), y permite estimar la concentracion de células
somaticas en la leche mediante una reaccién quimica que incrementa la
viscosidad de la mezcla de leche y el reactivo. A diferencia de la prueba
original de Wisconsin, Somaticell® se desarroll6 con el fin de generar
resultados cuantitativos expresados de manera directa como equivalentes
de concentracion de células somaticas. Esto se consiguié mediante la
creacion de una escala calibrada con muestras de leche a las que se les

realizo el conteo de células mediante métodos electronicos (54).

1.2.15.7.Fossomatic™ 7 DC

El método Fossomatic ™ 7 DC, se basa en la tecnologia de citometria de
flujo disefiada para la determinacion simultanea del recuento de células
somaticas y su recuento diferencial en muestras de leche. El equipo
utiliza una quimica basada en un tinte de fluorescencia de color naranja
de acridina, que permite la tincion de los nicleos y compartimentos de la
célula, facilitando asi su identificacion. En el procedimiento, la muestra
es incubada durante un minuto a 40°C antes de ser analizada mediante
un sistema de deteccion de laser que mide la fluorescencia y las

caracteristicas morfologicas de cada célula. Este equipo estd disefiado
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para analizar hasta 600 muestras por hora y permite distinguir las células
somaticas de los otros componentes de la leche, como bacterias y
glébulos de grasa. Posteriormente, hace la diferenciacion entre
macradfagos y el conjunto de linfocitos y neutrofilos polimorfonucleares,
proporcionado asi una evaluacion mas precisa del estado de la glandula
mamaria. El método Fossomatic™ ha demostrado alta precision,
especificidad y repetibilidad, al permitir un analisis confiable y veloz en

programas de control de mastitis (55).

Tratamiento

Para un tratamiento correcto es importante conocer el agente etioldgico
que permite un manejo adecuado del animal y de la glandula mamaria y
asi disminuir los casos clinicos y subclinicos. Dentro de lo tratamientos
ha dado buenos resultados es la terapia de secado que permite prevenir y
eliminar la infeccion, asi como también es importante las buenas
précticas de ordefio. Lo que se trata de conseguir con el tratamiento es
poder disminuir el Recuento de Células Somaticas y evitar que se
presenten nuevamente casos clinicos, por otro lado, poder mitigar los

sintomas clinicos (56).

La capacidad de lograr un tratamiento va a depender del agente causal,
el cuadro clinico, el sistema inmune de la vaca en produccion, la eficacia
del producto para realizar el correcto tratamiento (57). El tiempo del
tratamiento va a depender de varios factores como el agente causal, via

de administracion (58).
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Existen varios antibidticos que se utilizan en el tratamiento de la mastitis
y esta se realiza generalmente durante la lactacién y las mastitis
subclinicas son curadas en el momento del secado de las vacas, dentro de
los productos utilizados en tratamiento de la mastitis estan los B-
lactamicos, aminoglucdsidos, macroélidos o lincosamidas (59), las
lincosamidas y el penetamato son utilizados por la via parenteral y en
combinacién con la via intramamaria, para el tratamiento de agentes
Gram positivas, mientras que las formulaciones que contienen B-

lactdmicos son utilizadas preferentemente por via intramamaria (60).

1.1. Definicién de términos bésicos

— Mastitis: Es la inflamacion de la glandula mamaria producida por traumas,
agentes bacterianos, causando dolor para la vaca y pérdidas econdmicas en el
productor, disminuyendo la produccién y calidad de la leche

— Células somaticas: Las células somaticas estdn formadas por leucocitos y
células epiteliales que se encuentran en la leche como respuesta a la
inflamacion producido por un agente causal.

— Recuento de Células Somaticas (RCS): Son células de defensa que se
incrementan cuando invaden los microorganismos a la glandula mamaria,
también es un indicador de calidad de leche, este recuento de células puede

ser medido cuantitativamente



CAPITULO II

MARCO METODOLOGICO

2.1. Ubicacién Geografica
La investigacion se realizo en el fundo San Francisco del distrito Tumbadén,

provincia de San Pablo, ubicado a 50 km al norte de la ciudad de Cajamarca.

El RCS se realizd6 mediante el Kit Somaticell® de campo en 100 muestras de
leche, se llevd a cabo en el Laboratorio de Patologia Clinica de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Cajamarca y otras 100
muestras de leche fueron remitidos a la ciudad de Trujillo para determinar el
RCS con el equipo Fossomatic™ 7 DC en el laboratorio de la empresa GLORIA

S.AA.

2.1.1 Caracteristicas geograficas y meteoroldgicas (*)
El fundo San Francisco esta ubicado en el Distrito de Tumbadén, provincia de
San Pablo, Cajamarca y cuenta con los siguientes datos geograficos y

meteoroldgicos (*):

e Altitud: : 3075 msnm
e Latitud: 16°57'7"S

e Longitud : 78°43'50" O
e Temperatura maxima promedio* : 20°C

e Temperatura minima promedio* : 14°C

e Precipitacion pluvial anual™ : 700 mm

(*) FUENTE: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia - SENAMHI — 2024
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2.2. Disefio de la Investigacion
Fue un estudio comparativo de dos métodos de diagnostico, realizado mediante
un disefio observacional, analitico, de tipo transversal utilizando mediciones
emparejadas. Cada una de las 100 muestras de leche recolectadas inicialmente,
fueron evaluadas mediante el kit Somaticell® y el equipo Fossomatic™ 7 DC de
forma paralela. El estudio se dividi6 en dos fases:
2.2.1. Fase de campo
2.2.1.1.Recoleccion de muestras para el analisis
La recoleccion de las 100 muestras de leche para el andlisis con el Kit
Somaticell® y el equipo Fossomatic™ 7 DC se realizO de manera
simultanea mediante los siguientes pasos:

e Limpieza de los pezones.

e Descarte de los dos primeros chorros de leche de cada cuarto
mamario.

e Recoleccion de aproximadamente 20 mL de leche para la prueba
Somaticell® y 90 mL para la prueba Fossomatic™ usando un
dipper limpio después del ordefio en frascos para muestras estériles
con capacidad de 100 mL.

e Almacenamiento de cada muestra en frascos estériles individuales.

e Conservacion de las muestras en cajas térmicas con geles

acumuladores de frio.

Las muestras recolectadas para la prueba Somaticell® fueron
trasladadas al Laboratorio de Patologia Clinica de la Facultad de

Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de Cajamarca,
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mientras que las muestras destinadas al analisis mediante Fossomatic™

7 DC se enviaron al laboratorio de la empresa GLORIA S.A. de la

ciudad de Trujillo.

2.2.2. Trabajo de laboratorio

2.2.2.1. Ejecucion del Kit Somaticell®

Una vez que las muestras fueron trasladadas al Laboratorio de Patologia

Clinica de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad

Nacional de Cajamarca, se procedié a realizar el analisis mediante el kit

Somaticell®, siguiendo el protocolo descrito por el fabricante:

Se agregaron 2 mL de leche y 2 mL del reactivo en el tubo de
andlisis utilizando pipetas estériles.

Se mezcld la muestra introduciendo el mezclador por un costado
hasta el fondo del tubo, y luego elevandolo hasta la superficie,
repitiendo este procedimiento diez veces.

Se coloco la tapa hasta oir dos "clics".

Se invirtié el tubo sobre un recipiente desechable para drenar
durante 20 segundos.

Posteriormente, se coloco el tubo en posicion vertical y se dejo
asentar el liquido.

Se realizé la lectura directa del nivel del liquido en la escala
graduada del tubo, expresada en miles de células somaticas.

Los resultados obtenidos fueron anotados en un registro de datos

elaborados para el estudio.

Componentes del kit Somaticell®:
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e 100 pipetas desechables
e 100 tubos desechables de andlisis
e 100 tapas desechables con orificio estandar
e 100 mezcladores
e 5 Dotellas de reactivo de 50 mL
El kit se debe mantener entre 15y 35°C.
Interpretacion de los resultados:
e Rango verde — hasta 200 000 células/mL — Baja probabilidad de
mastitis
e Rango amarillo — entre de 200 000 y 400 000 células/mL — Posible
presencia de mastitis subclinica.
e Rango rojo — méas de 400 000 células/mL — alta probabilidad de

mastitis subclinica o clinica (61).

2.2.2.2. Ejecucion de la prueba Fossomatic™ 7 DC

Las muestras que fueron enviadas a la empresa GLORIA S.A., fueron
procesadas mediante el equipo Fossomatic™ 7 DC, que tiene como
principio la citometria de flujo. Mediante esta tecnologia, las células
somaticas son tefiidas con un fluorocromo que marca el ADN nuclear, lo
que permite su deteccidn y recuento automatico mediante sefiales de
fluorescencia.

Tras su procesamiento y la lectura individualizada, los resultados fueron

expresados en células por mililitro (células/mL).
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El analisis se llevo a cabo bajo protocolos de calidad establecidos por el
laboratorio  receptor, siguiendo las directrices del fabricante

Fossomatic™,

2.3. Métodos de Investigacion

— Analitico — sintético: Se realizd el analisis independiente de los resultados
obtenidos por ambos métodos de diagnostico y posteriormente, a través de la
sintesis de los hallazgos, se integraron los datos con el objetico de formular
conclusiones.

— Hipotético - deductivo: Se formul6 inicialmente una hipotesis sobre la eficacia
del kit Somaticell® con respecto al equipo Fossomatic™ 7 DC. A partir del
método deductivo y la contrastacion de los datos obtenidos, se procedié a
verificar la hipdtesis mediante la aplicacion de pruebas estadisticas.

— Comparativo: Se establecieron diferencias y similitudes entre los resultados
obtenidos por ambos métodos, teniendo en cuenta los valores cuantitativos
(conteo de células/mL) y la categorizacién clinica de las muestras (normal,

subclinica, clinica).

2.4. Poblacion, muestra y unidad de analisis
2.4.1. Poblacién
La poblacién estuvo conformada por vacas en periodo de lactacion del
fundo San Francisco, ubicado en el distrito de Tumbadén, provincia de
San Pablo, departamento de Cajamarca.
— Criterio de inclusion: Vacas en produccion de leche sin tener en

cuenta edad, nimero de lactaciones ni etapa de lactacion.
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— Criterio de exclusion: Vacas bajo tratamiento antibidtico
intramamario o sistémico en el momento de la toma de la muestra o
aquellas con signos clinicos de mastitis (presencia de grumos,
cambios de color o consistencia en la leche o en gldndula mamaria).

2.4.2. Muestra

La muestra estuvo conformada por 100 vacas en periodo de lactacion

seleccionadas segun los criterios de inclusion y exclusion.

Se recolectd una muestra de leche de cada vaca, la cual fue sometida a

analisis mediante el Kit Somaticell® de campo y el equipo Fossomatic™

7 DC de laboratorio, realizando un anélisis emparejado de los resultados

para cada muestra.

2.4.3. Unidad de Anélisis

La unidad de andlisis fue cada muestra individual de leche obtenida de

cada vaca, evaluada mediante los dos métodos de recuento de células

somaticas.

2.5. Técnicas e instrumentos de recopilacion de informacion
e Técnica: Observacion directa, medicion instrumental.
e Instrumento: Registro de datos, Kit Somaticell® y Equipo Fossomatic™ 7

DC.

2.6. Técnicas para el procesamiento y andlisis de la informacion
Los datos obtenidos fueron organizados y procesados utilizando el software
SPSS v.27. Para el andlisis de la informacion se aplicaron las siguientes técnicas:
2.6.1. Andlisis estadistico descriptivo
Se realizd un andlisis estadistico descriptivo de los valores de recuento de células

somaticas obtenidos mediante ambos métodos (Somaticell® y Fossomatic™),
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calculando medidas de tendencia central (mediana) y de dispersion (rango

intercuartilico), debido a la distribucion no normal de los datos.

2.6.2. Pruebas de normalidad

Se evalud la distribucion de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov, con un nivel de significancia de o = 0,05.

2.6.3. Comparacion de métodos

Debido a la ausencia de normalidad en las variables, se utiliz6 la prueba de
rangos con signo de Wilcoxon para muestras emparejadas, a fin de comparar los
recuentos de células somaticas entre el método Somaticell® y el método
Fossomatic™,

2.6.4. Andlisis de correlacion

Se aplicé la prueba de correlacion de Spearman para determinar la fuerza y
direccion de la relacion entre los recuentos celulares obtenidos por ambos
métodos.

2.6.5. Anadlisis de rendimiento diagndstico y concordancia

Para evaluar el desempefio del método Somaticell® en la deteccidon de mastitis
en comparacion con Fossomatic™ (considerado método de referencia), se

calcularon los siguientes indicadores diagndsticos:

e Sensibilidad
Sensibilidad = e 100
ensibilidad = o——r x
e Especificidad
VN
Especificidad = ————— x 100

VN + FP
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e Valor predictivo positivo (VPP)

VPP = W x 100
e Valor predictivo negativo (VPN)
VPN = N 100
“VUN+FN *
e Exactitud diagnostica
, VP +VN
Exactitud = x 100

VP +FP+FN+VN

Donde: VP: Verdadero positivo; VN: Verdadero negativo; FP: Falso positivo;

FN: Falso negativo.

Fueron consideradas como muestras positivas a mastitis aquellas que mostraron
un recuento superior a 200 000 células/mL, que es el rango dado por el equipo

Fossomatic™ 7 DC. La clasificacion fue la siguiente:

e Verdadero positivo (VP): Muestras positivas a mastitis tanto por
Somaticell® como por Fossomatic™.

e Verdadero negativo (VN): Muestras negativas a mastitis por ambos
métodos.

e Falso positivo (FP): Muestras positivas a mastitis por Somaticell®, pero
negativas por Fossomatic™,

e Falso negativo (FN): Muestras negativas a mastitis por Somaticell®, pero

positivas por Fossomatic™.

También se realizo el célculo del indice de concordancia de Kappa de Cohen
() entre ambos métodos de diagndstico, interpretando su valor segun la escala

de Landis y Koch (62):
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Valor de Kappa (k) Grado de concordancia

0,00 Pobre
0,00 -0,20 Leve
0,21-0,40 Aceptable
0,41 -0,60 Moderado
0,61-0,80 Sustancial
0,81-1,00 Casi perfecto

Los resultados obtenidos fueron presentados mediante tablas de distribucion de
frecuencia y medianas, tablas de contingencia, cuadros de resumen, graficos de

cajay de dispersion, elaborados en Microsoft Excel.

2.1. Equiposy materiales

2.1.1. Equipos
*  Equipo Fossomatic™ 7 DC (FOSS, Dinamarca)

2.1.2. Materiales de campo
«  Kit Somaticell® (que incluye tubos de medicidn, reactivos,

mezcladores y pipetas desechables)

«  Frascos estériles de para recoleccion de muestras de leche
»  Guantes descartables de latex
« Solucion desinfectante para limpieza de pezones
« Dippers de acero inoxidable

« Formatos de registro de datos



CAPITULO IlI

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Presentacion de Resultados
3.1.1. Comparacion de las pruebas Somaticell y Fossomatic

Tabla 1. Comparacion de medianas del conteo de células somaticas
(células/mL) obtenidas mediante las pruebas Somaticell® y Fossomatic™,

categorizadas segun diagnostico clinico de mastitis.

Categoria Mediana RIC Mediana RIC Valor

de mastitis Fossomatic Fossomatic Somaticell Somaticell p
Normal 48000 47500 50000 100000  <0,001
(n=66)

SLzEc:hznzl)ca 316000 269250 350000 112500 0,858
(Cn'ﬂg‘ 2116000 1325000 900000 900000 0,003
Total 77000 246000 150000 250000 0,047

Nota: RIC: Rango intercuartilico. Letras diferentes (a, b) en una misma fila indican
diferencias estadisticamente significativas entre las medianas del conteo de células
somaéticas segun la prueba de rangos con signo de Wilcoxon (p<0,05).

El analisis estadistico se realizé mediante la prueba de rangos con signo de
Wilcoxon para muestras dependientes, dado que los datos no presentaron
una distribucion normal. La categorizacion clinica de las muestras (normal,
subclinica y clinica) se realizé tomando como referencia los valores de
recuento de células somaticas obtenidos por el equipo Fossomatic™ 7 DC,
considerado en este estudio como el método de referencia. Para ambas
pruebas, la clasificacion se establecid con base en los rangos definidos en el
protocolo técnico del Fossomatic™, donde se consideraron como muestras

normales aquellas con un recuento menor a 200 000 células/mL, como
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subclinicas las comprendidas entre 200 000 y 1 000 000 células/mL, y como

clinicas aquellas con un recuento superior a 1 000 000 células/mL.

Los resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas entre
los dos métodos en las categorias normal (p<0,001), clinica (p =0,003) y en
el analisis total de las 100 muestras (p= 0,047) (Tabla 1). En estas tres
comparaciones el método Somaticell® tuvo una tendencia a sobreestimar
los valores en animales normales y a subestimar los recuentos en animales
con mastitis clinica, en comparacion con los valores proporcionados por
Fossomatic™, Por el contrario, en la categoria subclinica, no se encontraron

diferencias significativas entre las medianas de ambos métodos (p = 0,858).

350000
300000
250000

200000

IOO L

150000

células/mL

100000

50000

0

M CCS Somaticell B CCS Fossomatic

Gréfico 1. Distribucion del recuento de células somaticas en muestras clasificadas

como normales.

En el grafico 1, se muestra la distribucién del conteo de células somaticas
(células/mL) en las 66 muestras clasificadas como normales segun el equipo
Fossomatic™ 7 DC, comparando los valores obtenidos mediante los
métodos Somaticell® y Fossomatic™. Se observa una mayor dispersion en

los valores de Somaticell®.
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Gréfico 2. Distribucion del recuento de células somaticas en muestras clasificadas

como subclinicas.

En el gréafico 2, muestra los valores de CCS para las 22 muestras clasificadas

como subclinicas con base en los valores de Fossomatic™. Las medianas y

la dispersion de ambos métodos fue similar, sin observarse diferencias

significativas.
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Grafico 3. Distribucidn del recuento de células somaticas en muestras clasificadas

como clinicas.
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El gréafico 3, muestra la distribucion de los conteos celulares obtenidos por
ambos métodos en las 12 muestras clasificadas como clinicas de acuerdo
con Fossomatic™. La mediana y el rango intercuartilico fueron mayores en

el método Fossomatic™, en comparacion con Somaticell®.

4500000
4000000
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3000000 ®
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-500000
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Gréfico 4. Relacion entre los conteos de células somaéticas obtenidos por
Fossomatic™ 7 DC (eje Y) y Somaticell® (eje X).

El gréfico de dispersion representa la relacion entre los valores de recuento
de células somaticas (células/mL) obtenidos mediante el método
Somaticell® (eje Y) y el método Fossomatic™ 7 DC (eje X), en un total de
100 muestras emparejadas (Grafico 4). Se obtuvo también un coeficiente de
correlacion de Spearman p=0,906, con p<0,001, lo que indica una

correlacion positiva muy fuerte entre ambos métodos.



33

Tabla 2. Matriz de contingencia entre las categorias clinicas asignadas por

los métodos Somaticell® y Fossomatic™ 7 DC.

Resultado Fossomatic

Normal Subclinica Clinica Total
Normal 59 (89,4%) 0 (0%) 0 (0%) 59

ini 0, 0, 0,
Resultado Subclinica 7 (10,6%) 21 (95,5%) 6 (50%) 34
Somaticell  ~inicq 0 (0%) 1(45%) 6 (50%) 7
Total 66 22 12 100

En la Tabla 2, se presenta la distribucion cruzada de las 100 muestras de
leche evaluadas, clasificadas segun el diagndstico clinico de mastitis
asignado por ambos métodos. Para ambos casos, la categorizacion clinica se
bas6 en los rangos establecidos en el protocolo técnico del equipo
Fossomatic™ 7 DC, considerando como muestras normales aquellas con un
recuento de células somaticas inferior a 200000 células/mL, como
subclinicas las comprendidas entre 200 000 y 1 000 000 células/mL, y como

clinicas aquellas que superaron 1 000 000 células/mL.

Se observo que 59 muestras (89,4 %) fueron clasificadas como normales por
ambos métodos, 21 (95,5 %) como subclinicas por ambos y 6 (50,0 %) como
clinicas por ambos. Las discordancias mas notorias se dieron en la categoria
subclinica, donde 7 muestras (10,6 %) clasificadas como normales por
Fossomatic™ fueron identificadas como subclinicas por Somaticell®, y 6
muestras clinicas (50,0 %) por Fossomatic™ fueron interpretadas como
subclinicas por Somaticell®. Esta distribucion sugiere una tendencia del
método Somaticell® a clasificar casos clinicos como subclinicos y a

sobreestimar algunos casos normales como subclinicos.
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Tabla 3. Matriz de contingencia entre los resultados dicotomicos de mastitis

obtenidos por Somaticell® y Fossomatic™ 7 DC.

59 (VN)

Fossomatic
Mastitis
Mastitis 34 (VP)
Somaticell
Normal 0 (FN)
Total 34

Nota: VP: Verdadero positivo; FP: Falso positivo; FN: Falso negativo; VN:

Verdadero negativo.

En la tabla 3, se muestra el anlisis dicotdmico para evaluar la capacidad del

método Somaticell® en la deteccidon de mastitis, considerando como casos

positivos a todas las muestras con un recuento de células somaticas mayor

a 200 000 células/mL. La matriz de contingencia presentada en la Tabla 3

permitio calcular los principales indicadores de desempefio diagndéstico del

método Somaticell®:

Tabla 4. Indicadores de rendimiento diagnostico del método Somaticell®

en comparacion con Fossomatic™ 7 DC.

Indicador Valor
Sensibilidad 100 %
Especificidad 89,4 %
Valor predictivo positivo (VPP) 82,9 %
Valor predictivo negativo (VPN) 100 %
Exactitud diagnostica 93 %
indice de concordancia de Kappa (k) 0,851
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La tabla 4, resume los indicadores de rendimiento diagnostico del Kit
Somaticell®. Este método alcanzé una sensibilidad del 100 %, identificando
correctamente todos los casos de mastitis detectados por Fossomatic™. La
especificidad fue del 89,4%, clasificando correctamente la mayoria de las
muestras sin mastitis. El valor predictivo positivo (VPP) de 82,9 % indica
que, cuando el resultado fue positivo, existid una alta probabilidad de que la
mastitis estuviera realmente presente, aunque con una pequefia cantidad de
falsos positivos. El valor predictivo negativo (VPN) de 100 % demuestra
que todos los resultados negativos correspondieron efectivamente a
muestras sin mastitis, sin falsos negativos. La exactitud diagndstica de 93%
indica que el 93 % de la totalidad de muestras fueron correctamente
clasificadas (ya sea como normales o con mastitis) en comparacion con el
método de referencia. Una exactitud diagnostica elevada indica un
desempefio general solido y equilibrado entre sensibilidad y especificidad.
El indice de concordancia de Kappa de «=0,851 demuestra una
concordancia casi perfecta entre el Kit Somaticell® y el equipo

Fossomatic™ 7 DC.

Anélisis, interpretacion y discusion de resultados

Los resultados obtenidos mostraron diferencias estadisticamente
significativas en el conteo de células sométicas entre ambos métodos en las
categorias normal (p<0,001), mastitis clinica (p=0,003), asi como en el
conteo general de células somaticas (p<0,047) (Tabla 1). Estas diferencias
también se observaron en los resultados obtenidos por Santos (6), quien
reportd valores inferiores para Somaticell® en comparacion con un método

microscopico para conteo de células somaticas en Brasil. Del mismo modo,
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Ferronato et al. (7) reportd variaciones significativas en los resultados de
Somaticell® en comparacion con el método automatico, en especial en
etapas criticas como el periodo postparto inmediato; sin embargo, se debe
tener en cuenta que, en el presente estudio, la etapa de lactacion no fue una

variable considerada en el anélisis.

El equipo Fossomatic™ ha demostrado una alta correlacion con métodos de
referencia como el conteo microscopico directo de células somaticas
(r=0,96), confirmando su precision como método cuantitativo estandar en
programas de control de mastitis (63). EI método del conteo de células
somaticas sigue siendo en la actualidad el método méas confiable para la
deteccion de mastitis subclinica en bovinos. Estudios recientes han
demostrado que este método presenta una mayor especificidad y
sensibilidad que métodos alternativos como la prueba de conductividad
eléctrica, California Mastitis Test y el método de indicador de pH (64).
Aunque se debe mencionar que, el desempefio de las pruebas de conteo de
células sométicas podria depender del agente etioldgico involucrado, como
fue evidenciado por Zafalon et al. (65), quienes observaron una disminucién
en la sensibilidad y especificidad cuando el agente infeccioso fue
Corynebacterium spp, en comparacion con infecciones por Staphylococcus
aureus. Esto demuestra que, los resultados obtenidos en estas pruebas deben
realizarse en conjunto con otras pruebas complementarias, en especial
cuando se sospecha que la etiologia de la mastitis pueda ser diversa.
Ademas, se debe considerar que el desempefio del equipo Fossomatic™ 7
DC esta influenciado por factores como el correcto almacenamiento de las

muestras y el tiempo de procesamiento, variables que fueron controladas en
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la medida de lo posible, pero que no pueden excluirse completamente como

fuentes de posible variabilidad en los resultados.

La prueba correlacion de Spearman mostré un coeficiente p=0,906
(p<0,001) indicando una correlacion positiva muy fuerte entre ambos
métodos evaluados. Este resultado concuerda con el reporte de Rodrigues et
al. (9), quienes encontraron una correlacion alta (p=0,92) entre Somaticell®
y el recuento electronico de células somaticas. La correlacion fuerte
observada en el presente estudio valida la utilidad de la prueba Somaticell®

para estudios en campo en los que no se disponga de equipos sofisticados.

Del mismo modo, la evaluacion de la matriz de contingencia entre ambos
métodos (Tabla 2 y 3) y los indicadores diagnosticos (Tabla 4) mostro que
Somaticell® obtuvo un valor de sensibilidad del 100%, una especificidad de
89,4 %, un valor predictivo positivo (VPP) de 82,9 %, un valor predictivo
negativo (VPN) del 100% y una exactitud diagnostica total del 93%.
Ademas, el indice de concordancia de Kappa fue de 0,851, lo que indica una
concordancia casi perfecta segln la escala propuesta por Landis y Koch
(62). Estos resultados son similares a los obtenidos por Rodrigues et al. (9),
quienes reportaron que, utilizando un umbral de 205 000 células/mL, el kit
Somaticell® alcanzé una sensibilidad del 91,3 %, una especificidad del 96%
y un valor de Kappa de 0,82. La evaluacion de indicadores como la
sensibilidad, especificidad y exactitud diagndstica es una préactica
fundamental para la validacion de métodos de diagnostico, tal como ha
sucedido en otros estudios realizados en especies lecheras (66). La alta
sensibilidad del Kit Somaticell® ha sido corroborada en un estudio en el que

se alcanz6 una sensibilidad de 99% vy especificidad del 87,1% para la
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deteccion de infecciones causadas por Streptococcus agalactiae, superando

a California Mastitis Test (CMT) en términos de exactitud diagndstica (67).

La prueba Somaticell® tiene la ventaja de ser un método de diagndstico
rapido y sencillo, que puede efectuarse en condiciones de campo (68, 69).
Sin embargo, se ha observado cierta tendencia a sobreestimar valores en
muestras normales y subestimar el conteo de células en casos de mastitis
clinica, lo cual requiere tomar los resultados con precaucion. Esta limitacion
también fue observada por Ferronato et al. (7) y por Langoni et al. (70),
quienes reportaron que Somaticell® tiende a sobrestimar los valores del
conteo en muestras con un nimero bajo de células y a subestimar en aquellas
con conteos celulares elevados, sugiriendo que su uso deberia ser como
herramienta cualitativa de tamizaje, mas que como método cuantitativo de
diagnostico. Ademas, atribuyen esta discrepancia en los resultados, a la
susceptibilidad de la interpretacion visual, que puede generar este tipo de
errores. Aun asi, debido a su alta sensibilidad y especificidad, esta técnica
representa una opcion viable en el monitoreo de rutina y diagnostico

temprano de la mastitis en entornos rurales o con recursos limitados.

El conteo de células somaticas es un método practico para el monitoreo de
la mastitis en vacas; sin embargo, investigaciones recientes han evidenciado
limitaciones en su precision, sobre todo en casos de mastitis subclinica en
los que se ha observado inflamacién mamaria en muestras inferiores a 100
000 células/mL (71, 73). Esto ha impulsado el desarrollo de tecnologias
como el recuento diferencial de células somaticas, que analiza la cantidad
de linfocitos y neutréfilos como marcadores de inflamacién (74), siendo su
aplicacion cada vez mas factible gracias a la disponibilidad de analizadores

automatizados de alta capacidad.
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Como se ha mencionado anteriormente, se deben considerar algunas
limitaciones en el presente estudio. Una de ellas es la interpretacion visual
del Kit Somaticell®, que introduce un componente subjetivo que podria
haber influido en la clasificacion de algunas muestras, sobre todo en
aquellas con valores de recuento cercanas al umbral de clasificacion clinica.
Asimismo, el desempefio del equipo Fossomatic™ 7 DC, que fue
considerado como la prueba estandar de referencia en este estudio, esta
influenciado por factores como el correcto almacenamiento de las muestras
y el tiempo transcurrido hasta su procesamiento; si bien estas variables
fueron controladas en la medida de lo posible, no se pueden excluir
completamente como fuentes de variabilidad en los resultados. Sin
embargo, a pesar de estas limitaciones, los resultados obtenidos en el
presente estudio proporcionan evidencia solida del desempefio del kit
Somaticell® en comparacion con el equipo Fossomatic™ 7 DC,
permitiendo establecer conclusiones relevantes sobre su utilidad diagndstica

como prueba de campo en casos de mastitis.

Contrastacion de hipotesis
3.3.1. Prueba de Wilcoxon para contrastacion de hipotesis
3.3.1.1.Hipotesis
e Hipdtesis de investigacion (Hi): Existen diferencias
significativas en el recuento de células somaticas entre el
Kit Somaticell® y el equipo Fossomatic™ 7 DC.
e Hipdtesis nula (Ho): No existen diferencias significativas
en el recuento de células somaticas entre el Kit Somaticell®

y el equipo Fossomatic™ 7 DC.
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3.3.1.2.Contraste estadistico

Para contrastar la hipotesis se realiz6 la prueba estadistica no
paramétrica de Wilcoxon para muestras relacionadas, ya que el
recuento de células somaticas obtenido por ambos métodos no siguio
una distribucion normal. El nivel de significancia considerado fue de
0=0,05. El resultado de la prueba de Wilcoxon indicé un valor de
p=0,047, lo que indica que existen diferencias significativas entre
ambos métodos evaluados en el recuento de células somaticas.
3.3.1.3.Decisién

Dado que el valor de p<0,05, se rechaza la hipotesis nula (Ho) y se
acepta la hipotesis alternativa (Hi) que indica que existen diferencias
significativas en el recuento de células somaticas entre el Kit

Somaticell® y el equipo Fossomatic™ 7 DC.



CAPITULO IV

CONCLUSIONES

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el recuento de células
somaticas entre el Kit Somaticell® y el equipo Fossomatic™ 7 DC,
particularmente en las categorias de mastitis clinica y muestras normales, asi como
en el conteo general de células somaticas, en donde Somaticell® tuvo una
tendencia a sobreestimar los recuentos en muestras normales y a subestimarlos en

muestras con mastitis clinica.

Se determind una correlacion positiva muy fuerte entre ambos métodos (p=0,906;
p<0,001), respaldando el uso de Somaticell® como una alternativa valida para el
monitoreo del recuento de células somaticas en muestras de leche bajo

condiciones de campo, ante la ausencia de equipos automatizados.

La prueba Somaticell® mostré un buen desempefio diagndstico, con una
sensibilidad del 100%, especificidad del 89,4 %, valor predictivo positivo del 82,9
%, valor predictivo negativo del 100 %, y una exactitud diagnostica del 93 %.
Asimismo, se obtuvo un coeficiente de concordancia Kappa de 0,851, indicando

un nivel de concordancia casi perfecto con el equipo Fossomatic™ 7 DC.

Los resultados del presente estudio confirman que el Kit Somaticell® constituye
una herramienta practica, de alta sensibilidad y especificidad, para el diagnéstico
rapido de mastitis bovina, especialmente en sistemas de produccion rural o en

contextos donde no se disponga de equipos automatizados.



CAPITULO V

SUGERENCIAS

Realizar estudios complementarios en los que se consideren distintas etapas de
lactacion, con el fin de evaluar el desempefio del Kit Somaticell® bajo diversas
condiciones fisioldgicas.

Incorporar otras técnicas de diagnéstico microbiolégicas con el propoésito de
validar la presencia o ausencia de infeccion intramamaria.

Evaluar el desempefio del Kit Somaticell® frente a diferentes agentes etioldgicos,
ya que se ha descrito que la respuesta celular puede variar segin el agente
etioldgico de la mastitis.

Realizar un anélisis costo — beneficio entre el kit de diagndstico Somaticell® y
métodos diagnosticos como Fossomatic™, considerando que el andlisis mediante
Fossomatic™ tiene un costo aproximado de 12 ddlares americanos por cada
muestra, mientras que Somaticell® tiene un costo de 3 ddlares. La diferencia
econdmica significativa debe ser evaluada en funcion de accesibilidad y
aplicabilidad en sistemas de produccion con recursos limitados.

Comparar el Kit Somaticell® con otros métodos de diagndstico en campo, como
el California Mastitis Test (CMT) u otros kits comerciales, para establecer su
precision, facilidad de uso y costo-beneficio.

Realizar estudios futuros que evalien el desempefio del kit Somaticell®
considerando el periodo de lactancia y el agente etioldgico de la mastitis, dado
que la respuesta inmunolégica de la glandula mamaria y el recuento de células
somaticas podrian variar segun el estado fisiolégico del animal y el tipo de

microrganismo involucrado.
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1. Prueba de normalidad para recuento de células somaticas (RCS) general

(n=100)
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Diferencias 0,383 100 0,000 0,285 100 0,000

a. Correccion de significacién de Lilliefors

2. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon para RCS general (n=100)

muestras relacionadas

Resumen de prueba de rangos con signo de Wilcoxon para

N total 100
Estadistico de prueba 1,865,500
Error estandar 282,189
Estadistico de prueba estandarizado -1,984
Sig. asintdtica (prueba bilateral) 0,047

3. Pruebade normalidad para recuento de células somaticas (RCS) en muestras
normales (n=66)
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Diferencias 0,189 66 0,000 0,896 66 0,000

a. Correccion de significacién de Lilliefors
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4. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon para RCS en muestras normales

(n=66)

muestras relacionadas

Resumen de prueba de rangos con signo de Wilcoxon para

N total 66
Estadistico de prueba 131,500
Error estandar 153,010
Estadistico de prueba estandarizado -6,150
Sig. asintdtica (prueba bilateral) 0,000

5. Pruebade normalidad para recuento de células somaticas (RCS) en muestras

subclinicas (n=22)

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov2 Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Diferencias 0,163 22 0,132 0,836 22 0,002
a. Correccion de significacion de Lilliefors
6. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon para RCS en muestras subclinicas

(n=22)

muestras relacionadas

Resumen de prueba de rangos con signo de Wilcoxon para

N total 22
Estadistico de prueba 132,000
Error estandar 30,802
Estadistico de prueba estandarizado 0,179
Sig. asintética (prueba bilateral) 0,858
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7. Pruebade normalidad para recuento de células sométicas (RCS) en muestras
clinicas (n=12)
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Diferencias 0,319 12 0,001 0,573 12 0,000

a. Correccion de significacién de Lilliefors

8. Prueba de rangos con signo de Wilcoxon para RCS en muestras clinicas

(n=12)
Resumen de prueba de rangos con signo de Wilcoxon para
muestras relacionadas
N total 11
Estadistico de prueba 66,000
Error estandar 11,247
Estadistico de prueba estandarizado 2,934
Sig. asintdtica (prueba bilateral) 0,003
9. Prueba de correlacion de Spearman
Correlaciones
CCs CCs
Somaticell Fossomatic
Coeficiente de
1,000 ,906™
CCs correlacion
Somaticell Sig. (bilateral) ,000
Rho de N 100 100
Spearman Coeficiente de
) ,906™ 1,000
CCs correlacion
Fossomatic Sig. (bilateral) ,000
N 100 100

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).




