ANALISIS DE CAMPO USANDO EL
RCSD

En el siguiente estudio mostramos algunos andlisis previos que los autores hemos realizado en los
ultimos afos con la aparicién de un nuevo pardmetro que aporta una descripcion mds definida del
estado real de la salud de la ubre de vacas lecheras que el actual RCS: el recuento diferenciado de
células somaticas (RCSd).
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Como bien es sabido por los lectores de esta revista, a pesar de los esfuerzos realizados en los
dltimos afios por la industria, la mastitis sigue siendo una de las enfermedades mds compleja,
frecuente y costosa que afectan al vacuno lechero (Alanis et al., 2022). Segun el Consejo Nacional
de Mastitis de EE. UU. (National Mastitis Council, NMC-USA), esta dolencia se define como “una
inflamacién de uno o mds cuarterones de la
glandula mamaria, casi siempre causada por la
infeccion de un microorganismo” (Lopez-
Benavides et al., 2012) y se puede clasificar en
clinica o subclinica, dependiendo del grado de
afectacion y de la sintomatologia (Denis-
Robichaud et al., 2021).

Algunas de las principales dificultades con las
que se ha topado la industria a la hora de evaluar
y disminuir sus consecuencias han sido la
determinacion y el diagndstico de este proceso
inflamatorio, especialmente en los casos
subclinicos. Es por eso que a lo largo de los afios
hemos visto la aparicién de diferentes
herramientas diagndsticas, desde los iniciales test
de California (CMT), pasando por el recuento de
células somaticas o conductividad de la leche,
hasta proteinas de la leche que han sido sugeridas
recientemente como marcadores bioquimicos con
diferente grado de precision, como son la
proteina amiloide A, la haptoglobina o la lactoferrina (Giagu et al., 2022).

Pero entre todos ellos, sin duda, el recuento de células somaticas (RCS) ha sido el que ha tenido
mas impacto en las ultimas décadas para el diagndstico y la monitorizacion de la salud de la ubre,
tanto en programas de control lechero oficial como a través de distintos dispositivos en granja. Pero,
a mayores del RCS, recientemente se ha introducido un nuevo pardmetro que viene a aportar una
descripcion mds definida del estado real de la salud de la ubre de vacas lecheras (Damm et al.,
2017): el recuento diferenciado de células somédticas (RCSd). El objetivo del presente articulo es
divulgar algunos andlisis previos que los autores hemos realizado en los tultimos afios con esta
nueva herramienta.



“EL RIESGO DE DESARROLLAR MASTITIS EN EL GRUPO DE ANIMALES CON BAJO
RCS PERO ALTO RCSD NO SOLO SE APRECIO EN EL SIGUIENTE MES, SINO QUE SE
MANTUVO DURANTE LOS 4 MESES SIGUIENTES”

QUE SON LAS CELULAS SOMATICAS?

Antes de seguir avanzando, necesitamos hacer una breve pausa para revisar ciertos conceptos que
nos permitan entender el porqué del RCSd. Las células somaticas son principalmente células del
sistema inmunitario que forman parte del mecanismo de defensa natural y que responden a un
desafio inflamatorio o infeccioso en la glandula mamaria. Cuando una vaca se infecta con un E. coli
por ejemplo—, las células somaticas “residentes” en la mama desencadenan una respuesta
inflamatoria que atrae mas células defensivas desde la sangre hacia el punto de infeccién, por lo que
el RCS aumenta. Una vez que las bacterias son eliminadas por esas células defensivas, el RCS en la
leche vuelve a la normalidad en unas pocas semanas (Schukken et al., 2003).

Es importante recalcar que el concepto de células somadticas no incluye un unico tipo especifico de
células, sino que abarca una amplia familia con funciones defensivas distintas, como son linfocitos,
macrofagos y neutréfilos, ademas de células epiteliales. Asi, y de una manera muy simplista,
podriamos decir que los linfocitos son los que regulan todo el proceso inflamatorio, especialmente
al inicio y a la finalizacion de la respuesta inmune (Nickerson, 1989) y su porcentaje permanece
mas o menos constante en el tiempo. Los neutrofilos, por su parte, tienen como objetivo principal
defender la mama de las bacterias invasoras al comienzo del proceso inflamatorio (Oviedo-Boyso et
al., 2007). De las tres poblaciones celulares, se sabe que los neutréfilos aumentan
considerablemente durante el curso de la infeccion y se ha informado que son el tipo de células
predominantes en la leche con mastitis (Pillai ef al., 2001). Por su parte, los macréfagos ingieren
bacterias, restos celulares y componentes de la leche (Sordillo y Nickerson, 1988). Los macréfagos
estdn asociados con la fase tardia de la infeccion (Sladek y Rysanek, 2009), cuando esta no estaria
ya activa. Del mismo modo, se esperaria que su porcentaje fuese elevando en las infecciones
cronicas (Sladek y Rysanek, 2009).

RECUENTO DIFERENCIAL DE CELULAS SOMATICAS

Por lo tanto, y como vimos anteriormente, conocer el tipo celular predominante en el recuento de
células somadticas nos daria informacién adicional sobre el estado y la evolucién del proceso
inflamatorio e infeccioso. Asi, de una manera general, en las fases iniciales de la infeccion mamaria
debiéramos observar un mayor porcentaje de neutréfilos, correlacionado con un estado de infeccidon
activa, mientras que en fases mads tardias de la enfermedad, en las que tal vez se ha resuelto ya la
infeccidn activa y se estd limpiando la inflamacion, debiéramos ver porcentajes de macrofagos mas
elevados. Y esto es lo que representa el recuento diferencial de células somaticas.

Hasta donde sabemos, disponemos actualmente de dos tecnologias que pueden determinar el RCSd
en muestras de leche de manera automatica. La primera maquina es producida por FOSS Analytical
A/S (Hillergd, Dinamarca). Se trata de un dispositivo de laboratorio que permite la medicién del
RCSda partir de muestras de leche usando citometria de flujo. Esta tecnologia reporta un valor de
RCSd que representa el porcentaje combinado de neutréfilos y linfocitos expresados en porcentaje
del total de células somaticas (Damm et al., 2017). La proporcién de macréfagos, por su parte, se
puede calcular por la diferencia del RCSd sobre el total del 100 %. La segunda maquina (a saber,
QScout) es producida por Advanced Animal Diagnostics (EE. UU.) y puede usarse para
diagnoésticos en la granja. Esta mdquina mide los valores absolutos y las proporciones de los
leucocitos (neutréfilos, macréfagos y linfocitos) en la leche mediante microscopia de fluorescencia.

Sea con una tecnologia o la otra, uno de los usos especificos seria para determinar presencia de
infecciones activas en animales con bajos recuentos de célula sométicas, ya que se pueden detectar



cambios en las proporciones de cada tipo de células en leche independientemente del RCS (Pilla et
al., 2012). En el otro extremo, podria reportar informacion sobre animales que tuviesen recuentos
celulares altos, pero el tipo de células predominantes nos podria sugerir que ya no tiene lugar una
infeccidn activa en la ubre y que se esta resolviendo el proceso inflamatorio.

Con todo esto en mente, y motivado por el hecho de que los primeros dispositivos a gran escala de
FOSS para el diagndstico de RCSd que se han instalado a nivel mundial (Fossomatic 7 DC), lo han
hecho en el Laboratorio Interprofesional Gallego de Andlisis de la Leche (Ligal), situado en
Mabegondo (A Coruiia). Los autores hemos venido realizando una serie de anélisis de datos
disponibles con el objetivo de entender un poco mds qué informacién adicional podemos obtener de
este nuevo pardmetro y como implementarlo de manera préctica a nivel de campo.

“CONOCER EL TIPO CELULAR PREDOMINANTE EN EL RECUENTO DE CELULAS
SOMATICAS NOS DARIA INFORMACION ADICIONAL SOBRE EL ESTADO Y LA
EVOLUCION DEL PROCESO INFLAMATORIO E INFECCIOSO”

RCSD Y EVOLUCION DE LA MASTITIS

Una de las ideas iniciales del uso del RCSd era que pudiese servir como informacién adicional de la
evolucion del proceso inflamatorio, detectando por ejemplo infecciones activas en animales con
bajo recuento de células somaticas. Para ello, en un trabajo publicado en 2019 (Noya-Couto et al.,
2019), se trato de evaluar el uso del RCSd bien para predecir nuevos casos de mastitis en los dias
siguientes al control lechero o para evaluar si se trataba de inflamaciones crénicas.

En dicho trabajo participaron 9 granjas comerciales de A Coruifia y se seleccionaron dos tipos de
animales en base a los resultados de RCS y RCSd durante el control lechero rutinario: el Grupo 1,
que representaban animales con ubres sanas (RCS<100.000 cél./mL, Schward et al., 2010) pero con
porcentajes altos de RCSd (>68 %),
que nos podria indicar la presencia de
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fueron testeados durante los
siguientes 6 dias, cada 48 horas, para determinar la evolucién del RCS (ver gréfico 1).

Los resultados del Grupo 1 indicaron que, a pesar de que se consideraban animales con una
infeccidn activa pero con bajos recuentos de c€lulas somaticas, solo un 13 % de ellos (2 de 15)
desarrollaron un caso de mastitis subclinica en los siguientes 6 dias. De la misma manera, el 69 %
de los animales en el Grupo 2 (27 de 39) seguian teniendo un RCS mayor a 200.000 cél./mL cuando
acababa el periodo de observacion, a pesar de que se consideraban animales sin infeccion activa al
inicio del seguimiento.

Tratando de entender si los datos de RCSd podrian, sin embargo, aportar informacién a mas largo
plazo, se realizo6 el seguimiento de 13.183 animales presentes en 738 granjas durante 5 meses (datos
no publicados). A esos animales, ademads del andlisis rutinario de control lechero, se procedi6 a la
determinacién del RCSd. En cada una de las pruebas, se establecid la presencia de mastitis
subclinica cuando el RCS era superior a 200.000 cél./mL.



“PARECE QUE [...] SE PODRIAN ESTABLECER RELACIONES A MEDIO-LARGO PLAZO,
TANTO PARA LA APARICION DE MASTITIS COMO PARA LAS TASAS DE CURACION “

En un primer andlisis, se eliminaron todos los animales con mastitis subclinica al inicio del
seguimiento, en el control lechero ndmero 1 de la serie de seguimiento (n=2.624). De esta manera
tendriamos solo animales “sanos”, sin mastitis subclinica. Estos animales se clasificaron en base al
RCSd en ese primer control en animales “en riesgo”, si la proporcién de RCSd indicara que, a pesar
de tener un bajo RCS podria haber una infeccién activa (RCSd>70 %, n=1.379), y en animales
“fuera de riesgo”, cuando no cumpliesen este criterio. El seguimiento de esos animales a través de
control lechero durante los siguientes meses nos mostrd que el porcentaje de animales con mastitis
subclinica en el siguiente control fue mds alto para el grupo “en riesgo” que para el grupo “fuera de
riesgo” (18,42 frente a 7,63 %, respectivamente, esto es, el riesgo relativo de desarrollar mastitis
subclinica en el siguiente control lechero fue un 241 % mads alto para las vacas clasificadas e n
riesgo (p<0.0001). Este mayor riesgo de desarrollar mastitis en el grupo de animales con bajo RCS
pero alto RCSd, no solo se aprecié en el siguiente mes, sino que se mantuvo durante los cuatro
meses siguientes. Asi, el riesgo de tener mastitis subclinica en alguno de los cuatro meses
posteriores fue 173 % mas alto para vacas clasificadas “en riesgo” al inicio del seguimiento.

En un segundo andlisis, se procedié a una seleccion mads intensiva de los animales, eliminando
aquellos con RCS=100.000 cél./mL al inicio del seguimiento (n=4.487). El resto se clacificé
igualmente en base al RCSd en animales “en bajo riesgo” cuando el RCSd fue mayor al70%y el
restose clasificé en “fuera de riesgo”. Del mismo modo que en el anterior anélisis, el valor del
RCSd parece aportar cierta informacion sobre el riesgo de evolucién de la salud de la ubre en los
siguientes controles lecheros. Asi, el riesgo relativo de desarrollar mastitis subclinica fue un 148 %
mads alto para vacas con RCSd mayores a 70 %, incluso cuando se trataba solo de animales con RCS
menores a 100.000 cél./mL al inicio del seguimiento.

“EL RCSD PUEDE PROPORCIONAR UN ANALISIS DEL ESTADO DE SALUD DE LA UBRE
DE UNA MANERA MAS DETALLADA QUE EL PROPORCIONADO POR RCS SOLO, PERO
SE NECESITA MAS INFORMACION PARA UTILIZAR ESTE VALOR COMO INDICADOR
DE LA EVOLUCION DE LA SALUD DE LA UBRE A NIVEL DE CAMPO”

En un tercer andlisis, por el contrario, se trat6 de evaluar la probabilidad de cierta conexion entre los
valores de RCSd y la probabilidad de curacion en los siguientes controles lecheros. En este caso se
seleccionaron animales con RCS mayores a 400.000 cél./mL al inicio del seguimiento (n=1.503) y
se clasificaron en base al RCSd en animales con bajo RCSd (<40 %) o no (RCSd=40 %). Como se
describi6 anteriormente, lo que nos indicaria un bajo nivel de RCSd (40 %, por ejemplo), es que el
40 % de las células somaticas serian neutrofilos y linfocitos, mientras que podriamos asumir que el
resto (60 %) se trataria de macréfagos. Hemos visto que estos dltimos estdn asociados con la fase
tardia de la infeccidn y, por lo tanto, se plante6 si esas vacas con RCSd podrian representar aquellas
que ya habian solucionado la fase activa y estarian en proceso de resolucién de la inflamacion. Su
seguimiento mostré que aquellos animales con altos RCS pero bajos RCSd tenian un riesgo mucho
menor de tener mastitis subclinica en el siguiente control lechero(RR=0,51, p<0,02).

Por lo tanto, parece que de momento no disponemos de suficiente informacion que nos permita usar
el RCSd como una herramienta predictiva a corto plazo (en los siguientes seis dias), pero parece
que se podrian establecer relaciones a medio-largo plazo, tanto para la aparicion de mastitis como
para las tasas de curacion.

RCSD Y SECADO

Otro punto interesante que se ha evaluado en los tltimos afios es la conexién entre el periodo seco
especialmente los valores de RCSd en el ultimo control al secado— y la prevalencia de mastitis en el



primer test posparto. Para ello se recuperd informacién procedente de 16.572 vacas multiparas,
tanto del ultimo test de la lactacion anterior como del primer test de la siguiente lactacién (Cainzos
et al., 2019), con el objetivo de evaluar su impacto en la prevalencia de mastitis al inicio de la
lactacion. Asi, se vio que variables como la paridad (2 partos frente a 3 0o mds), la presencia de
cetosis al inicio de la lactacion, la presencia de mastitis subclinica en el dltimo control o los dias en
leche a primer control guardaban relacién con la prevalencia de mastitis subclinica al inicio de la
lactacion. Sin embargo, y en contra de lo esperado, la presencia de valores de RCSd por encima del
70 % en el dltimo control antes del secado —que nos indica- rian la existencia de una infeccién
activa (Schwarz, 2018)— no parecian guardar ninguna relacion con la prevalencia de mastitis
subclinica en el primer control posparto.

Cabe recordar a los lectores que todos los datos usados y los andlisis reportados son meramente
observaciones, por lo que solo podremos establecer relaciones de asociacion y que seria necesario
desarrollar andlisis prospectivos para poder establecer relaciones causales en las asociaciones
descritas anteriormente.

Tal y como han reportado previos autores (Gongalves et al.,2017), el recuento diferencial de células
somaticas puede proporcionar un andlisis del estado de salud de la ubre de una manera mas detalla-
da que el proporcionado por RCS solo; sin embargo, se necesita mds informacion para utilizar este
valor como indicador de la evolucién de la salud de la ubre a nivel de campo.
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