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RESUMEN

La mastitis es la enfermedad méas importante en los hatos lecheros mundialmente. En
Puerto Rico, las pérdidas econdmicas asociadas a esta se han estimado en $765,393 anuales.
Durante la respuesta inflamatoria, ocurre un aumento en el flujo de sangre, resultando en un
aumento en la temperatura del cuarto mastitico. Este cambio en temperatura podria ser detectado
utilizando termografia infrarroja (TIR) y utilizarse como indicador del estado de salud de la
glandula mamaria. El presente estudio evalué la TIR como herramienta de deteccion de mastitis
sub-clinica durante el proceso del ordefio en muestras de leche (TIRM) y tubos cortos de la
unidad de ordefio (TIRT). En adicion, se determind el grado de asociacion entre la TIR y el
recuento de células somaticas (RCS) agrupado por patégeno. El estudio se llevo a cabo en una
vaqueria comercial en Lajas, Puerto Rico. Para determinar la asociacion entre la TIR del cuarto
mamario y el grado de mastitis, cada cuarto fue categorizado segtin su RCS en bajo (< 200 x 10°
cél.ml™), intermedio (> 200 x 10° a < 750 x 10° cél.ml™) y alto (> 750 x 10° cél.mI™). La TIRM
(n = 127 cuartos) y TIRT (n = 129 cuartos) fueron colectados durante la rutina de ordefio.
Muestras escépticas de leche de los cuartos experimentales fueron tomadas para analisis
bacterioldgicos (n=94). Durante el periodo de estudio se determind la temperatura ambiental,
humedad relativa y temperatura rectal de los animales. No se encontraron diferencias en TIR
segun los diferentes niveles de RCS. El promedio + error estandar de los grupos de RCS-bajo,
RCS-intermedio y RCS-alto fueron 34.43+0.12, 34.53+0.23 y 34.66+0.51°C para TIRM vy
33.42+0.20, 32.98+0.38, 33.57+0.28°C para TIRT, respectivamente. Sin embargo, una alta
correlacion se observoé entre el RCS con TIRM y TIRT (r=0.72; P=0.004 y r =0.84; P =0.008,
respectivamente). En conclusion, la TIRM y TIRT como herramienta de diagndstico de mastitis

fue limitada. Esto debido a influencias en variaciones de temperatura durante el ordefio (e.g., r =



0.69; P < 0.0001 entre TIRT y hora de ordefio) y factores climaticos (e.g., r = 0.72; P < 0.0001
entre TIRT y temperatura ambiental). Sin embargo, la termografia resulté ser una herramienta
prometedora para estimar el tipo de patégeno mastiticos segun el RCS. Estos resultados sugieren
que estudios futuros son requeridos para determinar la asociacion entre la TIR, RCS y patégenos

mastiticos.
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ABSTRACT

Mastitis is the most important diseases in dairy herds worldwide. In Puerto Rico, the
economic loses associated to mastitis were estimated in $765,393 annually. During the
inflammatory response an increased in blood flow occurs, resulting in a temperature increment.
This increase in temperature could be detected using infrared thermography (IRT) and used as a
health status indicator of the mammary gland. The present study evaluated the use of IRT as a
detection tool of sub-clinical mastitis during the milking process in milk samples (IRTMS) and
the short milking tubes (IRTT). In addition, the association between IRT and somatic cell count
(SCC) grouped by mastitic pathogens was evaluated. The study was conducted in a commercial
dairy herd in Lajas, Puerto Rico. To determinate the association between infrared temperature of
mammary quarters and mastitis grade, each quarter was categorized by SCC in low (< 200 x 10°
cell.ml™), intermediate (> 200 x 10® < 750 x 10° cell.ml™) and high (> 750 x 10° cell.ml™Y).
During the milking routine, IRTMS (n = 127 quarters) and IRTT (n = 129 quarters) were
collected. Aseptic milk samples of experimental quarters were collected for bacteriological
analysis (n=94). In addition, environmental temperature, relative humidity and rectal temperature
of the animals were collected during the study. No differences in IRT according to SCC
categories were found. Mean IRT % standard error in low-, medium- and high-SCC were
34.43+0.12, 34.53+0.23 and 34.66+0.51°C for IRTMS and 33.42+0.20, 32.98+0.38 and
33.57+0.28°C for IRTT, respectively. However, a high correlation between SCC with IRTMS
and IRTT grouped by pathogens were observed (r = 0.72; P = 0.004 and r = 0.84; P = 0.008,
respectively). In conclusion, IRTMS and IRTT as a mastitic detection tool were limited. This was
due to influences in temperature variations during the milking process (e.g., r = 0.69; P < 0.0001

between TIRT and milking time) and climatic factors (e.g., r = 0.72; P < 0.0001 between IRTT



and environmental temperature). However, IRT resulted to be a promising tool to estimate the
type of mastitic pathogen when grouped by SCC. These results suggest future studies are needed

to determine the association between IRT, SCC and mastitic pathogens.
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1 INTRODUCCION

La mastitis se define como la inflamacion de la glandula mamaria en respuesta a
infecciones causadas por patdgenos (comunmente bacterias) y traumas o irritacion (Bradley,
2002; Zhao y Lacasse, 2008). La mastitis es una enfermedad de gran importancia en los hatos
lecheros debido a que tiene un efecto negativo sobre la salud del animal produccion y calidad de
la leche, por lo tanto disminuye la rentabilidad de las vaquerias.

Segun el informe anual de la industria lechera de Puerto Rico la cantidad de leche
descartada a causa altos recuentos de células somaticas (RCS) para el afio 2010-2011 fue de
338,747 litros lo que se representa en pérdidas de $287,934.95 en promedio al afio. Por otra parte
Geary y colaboradores (2012), estimaron el efecto econdmico de la mastitis sobre la rentabilidad
de las vaquerfas en Irlanda. Estos concluyeron que a medida que aumenta el RCS de < 100 x 10°
cél.ml™ a > 400 x 10% cél.ml™; la produccién de leche disminuye en un 6.9%. Ademas, este
aumento se asocio con un incremento de 17% en el descarte involuntario de animales, una
disminucion del ingreso agricola total de la vaqueria de 1.6%, un aumento en los gastos de
produccién de un 10% y que las utilidades netas de la vaqueria por afio disminuyan en un 62.4%.
En otra investigacion Ott (1999), evalud el impacto econdémico de la mastitis sub-clinica cuando
se presentd un RCS en tanque de almacenamiento > 400 x 10° cél.ml™, asociados a la produccién
de leche, pérdidas de becerros nacidos, reemplazos de vacas y total de pérdidas por vaca; en hatos
lecheros de EE. UU durante 6 meses, el valor de las pérdidas fue: $274.82, $2.99, $17.43 y
$295.24, respectivamente. Datos presentados por Ott (1999) recalcan el impacto de la mastitis
sobre la rentabilidad de los hatos lecheros. Por estas razones se recomienda realizar practicas

efectivas para prevenir y controlar dicha enfermedad (Geary et al., 2012).



El proceso de inflamacion de la glandula mamaria estd acompafiado generalmente por una
disminucion en la actividad de sintesis de leche, cambios composicionales y aumento del
contenido de células inmunoldgicas (Harmon, 1994). En adicion, se observa una disminucién en
la produccion de leche, vida productiva del animal, calidad de leche y aumento en los costos de
produccion.

Existen diferentes categorias de mastitis. Dependiendo de la severidad y sintomatologia
de la infeccion, esta se puede clasificar como: sub-clinica, clinica o crénica (Plastridge, 1958;
Reneau, 1986; Harmon, 1994). La mastitis sub-clinica, no presenta cambios fisicos en la leche;
sin embargo, ocurren cambios composicionales en la misma. Por ejemplo, ocurre un aumento en
el RCS, pH y conductividad eléctrica (CE), entre los principales. En adicion, se pueden observar
pérdidas en volumen de produccion de leche (Plastridge, 1958; Reneau, 1986; Harmon, 1994).
Por otro lado, la mastitis clinica puede resultar en leche anormal, con trazas y/o sangre, el animal
puede presentar dolor e hinchazén a nivel de la ubre y disminucién en la produccion de leche.
También, este tipo de mastitis puede estar acompafiado de signos sistémicos como fiebre,
deshidratacién o anorexia (Harmon, 1994). La mastitis crénica generalmente resulta en una
inflamacion recurrente de la glandula mamaria. La mayoria de los casos de mastitis ocurren en la
forma sub-clinica, causando una disminucion drastica de la secrecion de leche (Plastridge, 1958;
Viguier et al., 2009). Cabe mencionar que si no se realiza un monitoreo permanente de la
produccién de leche por animal, es dificil determinar los animales que presenten mastitis sub-
clinica.

Se han identificado alrededor de 137 especies de microorganismos aislados de cuartos
mastiticos en ganado bovino lechero (Watts, 1988). Estas se han clasificado en patdgenos

menores e.g., Corynobacterium bovis y Estafilococos coagulasa negativa, los cuales



comunmente no estan asociados con casos clinicos ni con marcados cambios composicionales en
leche (Thorberg et al., 2009) y en patdgenos mayores e.g. Estreptococos agalactiae,
Estafilococos aureus y Coliformes, entre los mas comunes. Casos de mastitis causados por
patdégenos mayores, producen cambios composicionales en la leche y generalmente causan dafios
permanentes al tejido secretor y por ende representan un mayor impacto econémico (Dohoo y
Meek, 1982; Reneau, 1986; Harmon, 1994).

Una vez que el patdgeno evade la primera linea de defensa de la ubre (i.e., esfinter del
pezon, queratina), este frecuentemente gana acceso al interior de la glandula mamaria. El
patdgeno comienza a multiplicarse, producir enzimas y toxinas que afectan la funcionalidad del
epitelio mamario. Los antigenos asociados al microorganismo invasor, activan la cascada de
eventos asociados con la produccion de mediadores inflamatorios incluyendo prostaglandina F2 a
(PGF 2a), histamina, citoquininas, interferones (Harmon, 1994). Estos mediadores activan la
segunda linea de defensa correspondiente a la respuesta inflamatoria (Spector y Willoughby,
1963), asociados al proceso de vasodilatacion, la cual es responsable de activar los eventos
inflamatorios como son: aumento en temperatura, enrojecimiento y aumento en permeabilidad
vascular (Montero Gonzalez et al., 2001; Garcia Barreno, 2008).

Segun Auldist (2011), durante la inflamaciéon de la glandula mamaria a causa de la
invasion de patdgenos mastiticos, cominmente ocurren alteraciones a la integridad del tejido
secretor (células secretoras), ocasionando cambios en la tasa de secrecion de componentes de la
leche. Entre estos estan, un aumento en la concentracion de acidos grasos libres, reduccion de
caseina, aumento de la proteina del suero, cambios en la concentracion de minerales y
disminuciones en lactosa, a-lacto albumina y grasa lactea (Plastridge, 1958; Harmon, 1994;

Viguier et al., 2009). Durante el desarrollo de mastitis, una de las principales respuestas es el



aumento de flujo de células inmunes desde la circulacion sanguinea hacia la leche como parte del
proceso de inflamacién; por lo que el RCS en la leche es el principal indicador para evaluar el
estado de salud de la ubre (Kehrli y Shuster, 1994; Bruckmaier et al., 2004).

En la actualidad, el consumidor y los procesadores de leche buscan obtener productos
lacteos seguros y de alta calidad (Dong et al., 2012). Para obtener una leche de calidad grado “A”
el limite maximo permitido de RCS es de 750 x 10° cél.mI™* de leche en tanque (U.S. Department
of Health and Drug Administration, 2011). Por lo mencionado anteriormente, se recomienda que
los productores de leche implementen practicas de manejo que garanticen una produccion de
leche con RCS bajos a modo de reducir la incidencia de mastitis. Para esto se han implementado
técnicas rapidas a nivel de campo incluyendo, la prueba de mastitis californiana (CMT, por sus
siglas en inglés), estimado de CE vy el contador celular de DeLaval (DCC, por sus siglas en
inglés) entre las mas comunes. Sin embargo, estas técnicas poseen algunas desventajas como:
subjetividad en los resultados y/o altos costos (Viguier et al., 2009).

Una alternativa para la deteccion temprana de mastitis es el uso de termografia infrarroja
(TIR) (Berry et al., 2003; Colak et al., 2008; Polat et al., 2010). La TIR mide la radiacion
infrarroja emitida por superficies de origen biolégico y no biologico generando patrones termales
asociados a la superficie de interés (Colak et al., 2008; Polat et al., 2010). Esta tecnologia, no es
invasiva y permite obtener la visualizacion del perfil térmico espacial de superficies en tiempo
real y las imagenes digitales generadas pueden ser guardadas para su posterior analisis.

Debido a que los animales homeotérmicos como la vaca, poseen una temperatura corporal
relativamente estable (Aggarwall et al., 2013), alteraciones en la temperatura corporal profunda
del animal generalmente ocurren durante episodios extraordinarios incluyendo episodios de estrés

termal severo e infecciones sistémicas, entre otras. En el 2013, Hoffmann y colaboradores



concluyeron que el uso de la TIR resultd una herramienta confiable para estimar, de una forma
préactica y no invasiva, el estado de salud de las vacas. Estos autores concluyeron que el uso de la
TIR podria ser empleada como una herramienta rapida para detectar cambios en la temperatura
de la glandula mamaria bovina con una alta habilidad predictiva. Sin embargo, se debe tomar en
cuenta que existen factores climaticos que pueden afectar la temperatura de la piel de la ubre
como son la temperatura ambiental, humedad relativa, radiacion solar y velocidad del viento
(Colak et al., 2008; Hovinen et al., 2008; Polat et al., 2010). En adicion, otros factores como son
el agua, heces, materia orgéanica y orina pueden contaminar la superficie de interés, interfiriendo
con la lectura de radiacion infrarroja (Curbelo-Rodriguez, 2011). Estos factores intervienen con
la capacidad de estimar la temperatura de la superficie de glandula mamaria causando que esta no
sea la mejor opcion para la toma de imagenes termograficas como herramienta predictiva de
mastitis sub-clinica (Berry et al., 2003; Colak et al., 2008; Polat et al., 2010).

Durante el proceso de inflamacidn asociado a mastitis ocurre un aumento en la perfusion
de sangre, la cual va acompafiada con un aumento de temperatura local. Tomando en cuenta los
factores climatoldgicos y fisiologicos, el perfil térmico de la leche pudiera ser un buen estimador
del estado de salud de la glandula mamaria bovina. Por tal razén, las imagenes termogréaficas (1T)
de muestras de leche podrian utilizarse para estimar la temperatura de la leche por ende el estado
de salud de la glandula mamaria. En adicién, IT de componentes de la maquina de ordefio que
tengan contacto directo con la leche por ejemplo tubos cortos de leche y colector de leche de la
unidad de ordefio, podrian usarse para estimar la temperatura de la leche. De esta manera, se
podria validar una herramienta practica no invasiva y confiable para detectar casos tempranos de

mastitis sub-clinica en ganado lechero bovino.



1.1 Justificacion

La mastitis sub-clinica es la enfermedad de mayor importancia en los hatos lecheros
debido a que es dificil de detectar y es la que mayores pérdidas economicas representa en la
industria lechera (Wilson et al., 1997). EI RCS en leche (expresado en cél.ml™) es el indicador
mas utilizado para estimar el estado de salud de la ubre (Schukken et al., 2003; Lukas et al.,
2005). El namero de células somaticas que debe de presentar la leche de un cuarto saludable es
de < 200 x 10° cél.mI™* de leche (Nielen et al., 1995). Sin embargo Puerto Rico, ha adoptado el
reglamento sanitario de calidad de leche de EE. UU. para la clasificacion de leche grado “A” en
donde el limite maximo permitido es de 750 x 10° cél.mlI™* de leche cruda en tanque de
almacenamiento. Segun datos del programa de mejoramiento de hatos lecheros (DHIP, por sus
sigla en inglés) menos del 30% de los ganaderos acogidos a este programa cumplen con el limite
ideal de clasificacion para cuartos saludables (< 200 x 10% cél.ml™).

Segun el informe de la industria lechera de Puerto Rico para el afio fiscal 2010-2011, el
promedio de RCS de leche cruda de las vaquerias de Puerto Rico fue de 443,529 cél.ml™ de
leche. Lo cual representa que una alta cantidad de ganaderos esté experimentando pérdidas en
produccién de leche debido al alto RCS (Hagnestam-Nielsen et al., 2009). Hand y colaboradores
(2012), determinaron el efecto del RCS sobre la produccion de leche. Estos reportaron que
animales con valores de RCS de 200 x 10% cél.mI™* producian desde 0.35 hasta 1.09 kg de leche
menos por dia, mientras que en animales con valores de RCS de 2 x 10° cél.mI™ de leche, el
rango de péerdida de leche fue de 1.49 a 4.70 kg por dia.

En adicion Puerto Rico durante el afio fiscal 2010-2011 produjo un total de 276, 928,517
Kg de leche de los cuales 1, 179,977 kg de leche cruda no cumplian con los pardmetros para

produccion de leche grado A. Los pardmetros que mas peérdida de leche ocasionaron fueron:



presencia de antibidticos en la leche con un 36.4% (429,619 kg de leche), RCS con un 28.7%
(338,747 kg de leche) y bacterias en leche con un 12.09% (142,769 kg de leche). Es decir que un
77.19% de las pérdidas de leche son ocasionadas por parametros asociados directamente
asociados con la mastitis. Lo que demuestra el impacto negativo que tiene la mastitis sobre la
produccion de leche y en la rentabilidad de las vaquerias en Puerto Rico.

En adicion, se ha proyectado que para el afio 2,050 la poblacion mundial aumente a 9.6
billones (U.N., 2012). Este incremento causard un aumento en la demanda de alimentos, por lo
cual hay que prepararse para mantener un abasto apropiado de los mismos. La leche al ser un
alimento alto en valor nutricional debido a que 3 vasos de 8 onzas al dia de esta proveen un 90%
calcio, 75% vitamina D, 30% vitamina A, 48% proteina, 33% de potasio, 70% rivoflavina, 40%
vitamina B12, 60% fosforo y 30% de niacina con respecto a una dieta de 2,000 calorias diarias,
seria un alimento de gran importancia para la nutricién humana. Por estas razones los productores
de leche deben aumentar esfuerzos para implementar practicas de manejo las cuales aumenten la
eficiencia de produccion y asi maximizar la produccion de leche, siendo rentables, eficientes y a
la vez mejorando la salud de los animales. Segin lo mencionado anteriormente, un area en la que
se puede mejorar es la implementacion de un control efectivo de mastitis enfocado en prevencion

y en la deteccidn temprana (Hovinen et al., 2008).



1.2 Objetivos

Evaluar el uso de la termografia infrarroja en muestras de leche de cuartos individuales
como una herramienta alternativa para la deteccion temprana de mastitis de cuartos

individuales a nivel de campo.

Evaluar el uso de imagenes de termografia infrarroja en componentes de la maquina de
ordefio como una herramienta alternativa para la deteccion temprana de mastitis de

cuartos individuales a nivel de campo.

Evaluar pardmetros predictivos de diagnéstico de la termografia infrarroja como

herramienta para la deteccion de mastitis.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Definicion de mastitis

La mastitis se define como inflamacién de la glandula mamaria en respuesta a infecciones
causadas por patdgenos (comunmente bacterias) o por traumas/irritacion (Bradley, 2002; Zhao y
Lacasse, 2008). La mastitis principalmente es causada por una infeccion intramamaria de origen
bacterioldgico (Ma et al., 2000), la cual en la mayoria de los casos ingresa a la glandula mamaria
a través del esfinter del pezon (Plastridge, 1958). En la glandula mamaria normalmente se
presentan diferentes poblaciones de células inmunes, las cuales continuamente estan destruyendo
agentes infecciosos a modo de evitar que las bacterias invadan el tejido secretor de la glandula
mamaria (Kehrli y Shuster, 1994). Sin embargo, algunas bacterias logran ingresar al sistema
ductal de la glandula mamaria y empiezan a multiplicarse, aumentan los productos de su
metabolismo (quimio atrapantes de células inmunes) e inmediatamente las células inmunologicas
atacan a las bacterias (Kehrli y Shuster, 1994). Si las bacterias son eliminadas inmediatamente,
solo se produce un leve episodio de inflamacion para recuperar el estado de salud de la glandula
mamaria. Por otra parte, cuando hay una infeccion severa, los mecanismos de defensa de la
glandula mamaria fallan en eliminar el agente patogénico, no logran evitar que estas se
multipliquen y colonicen el tejido mamario. Durante el establecimiento de la infeccion, una serie
de eventos ocasionan un aumento en el reclutamiento de célula inmunes (neutrofilos, macréfagos,
linfocitos) desde la circulacion sanguinea hasta la glandula mamaria, activando el sistema de
produccion de células inmunes desde la médula dsea. Los productos bacterianos lipopolisacaridos
(LPS), peptidoglicanos, y é&cido lipoteico, se conocen como patron molecular asociado al
patogeno (PMAP) (Bannerman et al., 2004) y actian como mediadores inflamatorios activando

la respuesta inflamatoria (aumento de flujo sanguineo, permeabilidad vascular y vasodilatacion)



permitiendo que las células inmunes lleguen al sitio de infeccion e ingresen desde el torrente
sanguineo hacia la leche (Kehrli y Shuster, 1994). EI aumento de flujo sanguineo, el intercambio
de moléculas sangre leche y la vasodilatacion causan que la temperatura en el area afectada sea
similar a la del tronco del cuerpo (Oviedo-Boyso et al., 2007).

El proceso de inflamacion estd acompafiado cominmente de una disminucion en la
actividad de sintesis de leche y cambios composicionales en la misma. Esto ocurre debido a que
la actividad microbiana destruye a las células secretoras y la membrana basal se altera por el paso
de las células inmunes desde la sangre hacia la leche (Reneau, 1986; Harmon, 1994; Schukken et
al., 2003).

2.2 Tipos de mastitis

El grado de infeccion y la duracion de esta condicion van a determinar el estado de salud
de la glandula mamaria, basandose en un andlisis bacterioldgico o en el recuento de células
somaticas (RCS), ya sea del cuarto individual o de muestras compuestas (Plastridge, 1958; De
Vliegher et al., 2012). La mastitis se clasifica en diferentes categorias como mastitis sub-clinica,
clinica y cronica.

La mastitis sub-clinica es causada por una infeccién que no produce cambios visibles en
la apariencia de la leche (Harmon, 1994). Sin embargo, se producen cambios en las propiedades
quimicas incluyendo aumento en el pH, aumento en la conductividad eléctrica (CE) debido al
incremento de iones de Na y Cl y cambios composicionales incluyendo disminucion de solidos
totales de grasa, reduccién de los niveles de lactosa, el total de proteina no se altera pero si
disminuye la cantidad caseina y aumentan proteinas del plasma sanguineo en la misma, debido a
que existe una transferencia de componentes desde el torrente sanguineo hacia la leche

(Plastridge, 1958; Dohoo y Meek, 1982; Hagnestam-Nielsen et al., 2009). En adicidn se presenta
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una disminucion en el volumen de leche producida debido a la destruccion de las células
secretoras (Plastridge, 1958; Harmon, 1994; Schrick et al., 2001), y se afecta la calidad de la
leche principalmente por el aumento en el RCS (Nielen et al., 1995). En la mastitis sub-clinica
los factores mencionados anteriormente ocurren en ausencia de dolor, hinchazon de ubre y
ausencia de coagulos en la leche, lo que hace que su deteccidn sea dificil (Plastridge, 1958;
Harmon, 1994).

La mastitis clinica puede ser una enfermedad severa y dolorosa representando un factor
significativo sobre el bienestar del animal (Schukken et al., 2003). En general se caracteriza por
presentar leche con apariencia anormal (grumos, coagulos, secrecion aguada), cambios
composicionales, turgencia y dolor a nivel de la ubre (Harmon, 1994; Schrick et al., 2001).
Cuando el animal presenta RCS que excedan los 10 x 10° cél.mI™ de leche es posible que muestre
signos sistémicos (Dohoo y Meek, 1982). Los signos sistémicos son aumento en temperatura
rectal, letargo y anorexia (Harmon, 1994; Schrick et al., 2001).

Plastridge (1958) defini6 a la mastitis clinica de dos maneras, moderada y severa. Mastitis
clinica moderada es caracterizada por una leve inflamacion o endurecimiento de uno o mas
cuartos mamarios, con una visible secrecion anormal de la leche a través de un recipiente de
fondo negro. La mastitis clinica severa se caracteriza por presentar una ubre o cuarto mamario
muy inflamado y con dolor, la secrecidn de leche es obviamente anormal (coagulos grandes, pus)
y el animal puede mostrar un incremento en la temperatura corporal, pérdida de apetito,
depresion y una temprana interrupcién de la secrecion de leche. En las novillas, la mastitis clinica
severa puede resultar en un alto riesgo de descartes 0 muerte del animal (De Vliegher et al.,

2012).
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La mastitis cronica es una forma menos comin de mastitis la cual tiene una duracion
extendida de la infeccion intramamaria (Oviedo-Boyso et al., 2007). Este tipo de mastitis es
causada principalmente por bacterias incluyendo Estreptococos (E.) agalactiae, E. uberis,
Estafilococos aureus (S. aureus, por sus siglas en inglés)y Micoplasma pyogenes, debido a los
diferentes mecanismos que estas presentan para evitar ser eliminadas (Plastridge, 1958; De
Vliegher et al., 2012; Chinchali y Kaliwal, 2014).

2.3 Pat6genos mas comunes

Existen alrededor de 137 especies microbianas (bacterias, hongos y levaduras) que han
sido aisladas de la ubre bovina (Watts, 1988). Estos patdgenos puede ser del tipo contagioso y
ambientales (Larry y Hogan, 2001). Sin embargo por el nivel de infeccidn que presentan estos se
ha clasificado en mayores y menores ( Reneau, 1986; Ariznabarreta et al., 2002; Reyher et al.,
2012)

Los patdgenos mayores mas comunes son: E. agalatiae, S. aureus E. uberis, E.
dysgalatiae y coliformes (Dohoo y Meek, 1982; Reneau, 1986; Harmon, 1994; Ariznabarreta et
al., 2002; Reyher et al., 2012). Este grupo de patdgenos produce mayores cambios
composicionales en la leche y tienen el mayor impacto econémico de todos los organismos
causantes (Harmon, 1994). Los patdgenos menores C. bovis (C. bovis) y Estafilococos coagulasa
negativa (ECN) (Dohoo y Meek, 1982; Reneau, 1986; Harmon, 1994; Ariznabarreta et al., 2002;
Reyher et al., 2012). Estos patdgenos causan una inflamacién moderada con RCS dos o tres
veces mayores a que los de cuartos saludables. Cominmente las infecciones causadas por estos
patdgenos son detectadas principalmente como mastitis del tipo sub-clinico (Barreiro et al.,
2010), y por lo general no se relacionan con mastitis clinica (Harmon, 1994). Los patdgenos

contagiosos pueden ser considerados como un organismo adaptado a sobrevivir en el hospedero,
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especificamente en la glandula mamaria. Estos tipos de bacterias se transmiten de vaca a vaca
durante el tiempo de ordefio (Plastridge, 1958; Bradley, 2002).

Los patdgenos ambientales se denominan como oportunistas, no son adaptados a
sobrevivir con el hospedero. Estos tipicamente invaden y se multiplican en la glandula mamaria,
generando una respuesta inmune leve y generalmente con una alta tasa de curacion espontanea.
Estos patdgenos principalmente se encuentran en el habitat de la vaca (suelo, alimento, heces y
agua contaminada), siendo los mas comunes: los coliformes, especies del tipo Gram negativo
(Escherichia coli y Klebsiella spp.); Estreptococoss [E. uberis, E. dysgalactiae y E. spp.
(ambientales)] y los Enterococos (Enterobacterium, Citrobacterium, Enterococos faecium,
Enterococos fecalis) (Harmon, 1994; Ferguson et al., 2007). La infeccion causada por estos
microrganismos regularmente produce solo una moderada inflamacién causando un leve aumento
en el RCS. Por lo general los patdgenos ambientales no estdn asociados con casos clinicos,
marcados cambios composicionales en leche o una disminuciéon dramatica de la produccion de
leche (Harmon, 1994).

De los microorganismo mencionados anteriormente; Escherichia coli, E. uberis, E.
dysgalactiae, E. agalatiae; S. aureus y ECN; estan asociados con cerca del 75 - 80% de los casos
de mastitis (Wilson et al., 1997; Barkema et al., 1998; Bradley, 2002). Se ha reportado que en
animales que presentaron mastitis sub-clinica los patdgenos mayormente aislados eran sepas de S.
aureus, E. agalactiae y ECN (Barreiro et al., 2010).

Estafilococos aureus se encuentra principalmente en ubres infectadas, debido a que es un
patégeno intramamario obligado y posee factores virulentos que le permiten colonizar lesiones
presentes en la piel del cuarto mamario. Una vez que gana acceso al interior de la glandula se

adhiere al sistema ductal eventualmente colonizando los tejidos secretores formando abscesos en
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donde se encapsula por el tejido cicatrizal (NMC, 2013). Esta bacteria se replica rapidamente
aumentando la carga bacteriana y por ende produce una reaccion inflamatoria la cual esta
asociada con la infiltracién de células somaticas al area alveolar (Chinchali y Kaliwal, 2014).
Adicionalmente S. aureus posee factores virulentes que le permiten evadir la respuesta inmune
del huésped, reduciendo significativamente la tasa de curacion espontanea y por tratamientos
(Zhang y Maddox, 2000; Cheung et al., 2004).

Estreptococos agalactiae es una bacteria oportunista y un patégeno mayor que produce
un aumento del RCS, disminuye la produccion de leche y afecta de sistema ductal de la glandula
mamaria, produciendo irritacion e inflamacién a nivel de glandula mamaria (NMC, 2013). Se ha
observado que este patdgeno tiene una resistencia del tipo genético, debido a que presenta los
genes que confieren resistencia a varios antibidticos intra-mamarios como eritromicina y
tetraciclina (Gao et al., 2012). Por tales razones, la erradicacion de este patdogeno en hatos
lecheros es sumamente dificil convirtiéndolo en uno de los principales patdgenos mastiticos.

Los microrganismo del tipo ECN son patdgenos oportunistas que infectan el canal del
pezdn y la glandula mamaria a partir de fuentes de la piel o del ambiente (Oliver et al., 2004).
Estos microorganismos actualmente estan teniendo un amplio rango de estudio puesto que su
relevancia clinica y patogéenica se encuentra en discusién (Hosseinzadeh y Dastmalchi Saei,
2014). Algunos lo consideran como un patdgeno con un amplio rango de infeccidén por sus
propiedades virulentas (Zhang y Maddox, 2000), por la alta resistencia a bactericidas (Rajala-
Schultz et al., 2009) y la capacidad de causar infecciones a nivel crénico (Gillespie et al., 2009).
Sin embargo los ECN se encuentran clasificados como patdgenos contagiosos menores (Dohoo y
Meek, 1982; Reneau, 1986; Harmon, 1994). Se han identificado alrededor de 15 especies de ECN

aisladas de infecciones intramamarias. Sin embargo, E. chromogenes, E. simulans, E. xylosus, E.
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epidermis, E. hyircus y E. haemoliticus han sido identificadas como las mé&s comunes (Thorberg
et al., 2009; Park et al., 2011). Segun Thorberg y colaboradores (2009) no se encontrd ningun
tipo de comportamiento diferente entre estas bacterias ECN en cuanto a RCS y produccion de
leche, en animales con mastitis sub-clinica.

2.4 Mastitis y el proceso inflamatorio de la glandula mamaria

El proceso de inflamacion de la glandula mamaria es una herramienta de defensa del
huésped para eliminar cuerpos extrafios del tejido estéril (Oviedo-Boyso et al., 2007). El
mecanismo de defensa de la glandula mamaria esta constituido por factores mecanicos, celulares
y solubles. La coordinada accion de estos factores definen la resistencia o la susceptibilidad de la
glandula mamaria (Oviedo-Boyso et al., 2007).

El sistema inmune se caracteriza principalmente porque es capaz de reconocer Yy
discriminar entre las moléculas que se producen en el propio organismo y aquellos agentes
extrafios que lo invaden (Janeway y Medzhitov, 2002). El tejido mamario es protegido por dos
tipos de sistemas inmunes, el innato y el adquirido (Oviedo-Boyso et al., 2007). El sistema innato
consiste la piel, fagocitos, sistemas complementarios y citoquininas (Janeway y Medzhitov,
2002). La piel es de gran importancia ya que es la barrera exterior que protege al organismo. Por
tal razon es necesario mantenerla limpia y saludable. Mientas que para el sistema inmune
adquirido los complementos son anticuerpos, linfocitos Ty B y citoquininas (Janeway Yy
Medzhitov, 2002). Estos sistemas interactlan entre ellos para proveer proteccion al tejido
mamario contra agentes infecciosos. La respuesta inmune innata activa a la respuesta inmune
adquirida, la cual a su vez usa los mecanismos efectores del sistema inmune innato para eliminar
los agentes extrafios (Oviedo-Boyso et al., 2007). La inmunidad innata, es la que predomina en

los eventos tempranos de infeccion respondiendo y reconociendo a diferentes tipos de
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microorganismos incluso si estos invaden por primera vez a la gldndula mamaria (Oviedo-Boyso
et al., 2007).

El esfinter del pezon es la primera linea de defensa que presenta la glandula mamaria, este
se mantiene cerrado entre ordefios, gracias al musculo del esfinter, el cual crea una barrera fisica
entre el exterior de la vacay el interior de la glandula mamaria (Sordillo et al., 1997). En adicion,
el orificio del pezdn estd recubierto internamente por queratina, sustancia serosa originada del
epitelio escamoso estratificado la cual sirve como barrera fisica y quimica para evitar el paso de
microorganismos hacia la cisterna del pezén (Sordillo et al., 1997; Oviedo-Boyso et al., 2007).
En la queratina se han identificado componentes anti-bacteriales y bacteriostaticos como acidos
grasos esterificados, no esterificados y proteinas catidnicas que inducen cambios en la
osmolaridad de la membrana celular de las bacterias y otros microorganismos (Treece et al.,
1966; Bitman et al., 1991).

Por otra parte, si el patdgeno tiene la capacidad de superar la primera linea de defensa de
la glandula mamaria, este gana acceso al interior de la misma y activa la segunda linea de
defensa. Esta consiste en la activacion de elementos del sistema inmune innato de la vaca
incluyendo, neutréfilos, macréfagos y leucocitos, entre otros (Sordillo et al., 1997; Oviedo-Boyso
et al., 2007). En respuesta al ataque o presencia de bacterias se activan los macréfagos que se
encuentran en la leche o en el tejido epitelial mamario, para que reconozcan al patégeno invasor
(Sordillo et al., 1997). La interaccion antigeno-anticuerpo y factores complementarios (c5),
genera la produccion de mediadores inflamatorios los cuales van a activar la respuesta
inflamatoria (Spector y Willoughby, 1963; Oviedo-Boyso et al., 2007; Stevens et al., 2012). Esta
respuesta inflamatoria principalmente es regulada por los mastocitos que son células derivadas de

células madres, las cuales se localizan principalmente en los tejidos vasculares (Frenzel y
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Hermine, 2013). Los mastocitos contienen varios reguladores pro-inflamatorios como son:
histamina, prostaglandinas y citoquininas (Theoharides et al., 2012). Los mastocitos son
activados por el factor complementario c5a para liberar los mediadores inflamatorios (Erdei,
2004). Al ser liberada la histamina va a causar vasodilatacion y un incremento en la
permeabilidad vascular (OMahony et al., 2011), ademas la histamina actGa sobre las células
endoteliales para que se generen moléculas de adhesion celular (E-selectina) e intracelular
(ICAM-1) y de esta manera facilitar el paso de neutréfilos desde la sangre hacia el area de
infeccion (Oviedo-Boyso et al., 2007). La prostaglandina F2 o también es un mediador de la
vasodilatacion y permeabilidad micro-vascular (Gomez et al.,, 2013). En adicion, la
vasodilatacion es responsable de activar los eventos inflamatorios como son: disminucion de la
velocidad de paso del flujo sanguineo, aumento en la permeabilidad vascular, aumento en
temperatura y enrojecimiento (Montero Gonzalez et al., 2001; Garcia Barreno, 2008); con el
objetivo de aumentar el flujo de sangre hacia el area de infeccion (Newman, 2013).

La membrana bacteriana se compone de diferentes estructuras a cargo de proveer soporte,
integridad y semi-permeabilidad. Los componentes de las membranas asociados a estos son LPS,
peptidoglicanos y acido lipoteico, las cuales representan el PMAP (Bannerman et al., 2004). El
PMAP es identificado por los receptores tipo “toll” (RTT) que se encuentran en la células
inmunes (macréfagos) (Rosenberger y Finlay, 2003; Stevens et al., 2012) y por los mastocitos
(Frenzel y Hermine, 2013). Las estructuras PMAP interactian con receptores especificos, RTT4,
reconociendo bacterias Gram negativas mientras que el RTT2 es responsable de reconocer a las
Gram positivas (Oviedo-Boyso et al., 2007). Esta interaccion induce a una produccion de
mediadores inflamatorios como las citoquininas (IL-8, 1112), prostaglandina (PG)F,, y Eo,

histamina y factores complementarios (cb5a, c3a) (Kehrli y Shuster, 1994). Los factores
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complementarios son moléculas quimio-atrayentes esenciales para proteger a la glandula
mamaria contra patdgenos, debido a que atraen a los macrofagos, neutrofilos y leucocitos al area
de insulto. En adicion, los factores del tipo ¢5 pueden ser producidos localmente por la glandula
mamaria. (Stevens et al., 2012). Los LPS estimulan las proteasas de los macrofagos para generar
cba a partir del c5. El factor c5a, actla sobre los neutrofilos a bajas concentraciones siendo un
potente quimio atrayente e inductor de la actividad fagocitica de las células inmunoldgicas
(Stevens et al., 2012).

En adicién, los linfocitos son esenciales y fundamentales para prevenir infecciones de la
glandula mamaria (Sordillo et al., 1997). Estos reconocen una gran variedad de antigenos a través
de los receptores que poseen en su membrana y de esta manera definen la especificidad y
variedad de las bacterias que estan atacando al huésped y asi el sistema inmune identifique a lo
que se va a enfrentar (Oviedo-Boyso et al., 2007). Existen diferentes subpoblaciones de linfocitos
asociadas a la respuesta inmune del huésped. Los linfocitos T reconocen y eliminan
microorganismos patogénicos, mientras que los linfocitos B estdn a cargo de producir
anticuerpos. Los linfocitos del tipo T se clasifican en Top (CD4" CD8"). Los linfocitos T CD4"
tiene una funcion de ayudantes, ya que estos activan el complejo molecular de reconocimiento
(antigeno, linfocito B y macréfagos), y los linfocito T CD8" actiian como eliminadores de la
células afectadas del hospedero o como controladores de la respuesta inmune durante la infeccion
bacteriana (Sordillo et al., 1997; Oviedo-Boyso et al., 2007)

La actividad del sistema inmune esta regulada por la produccién de sustancias pro
inflamatorias como las citoquininas, las cuales incrementan la capacidad fagocitica de los
macrofagos y neutrofilos. Ademas de promover el reclutamiento de neutréfilos al area de insulto,

las citoquininas inducen la maduracion de células dendriticas y controlan la respuesta inmune
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adquirida (Sordillo et al., 1997; Oviedo-Boyso et al., 2007; Wellnitz y Bruckmaier, 2012). En
adicion, las citoquininas y el factor c5a formados por la interaccion macréfagos-c5 activan los
mastocitos los cuales en respuesta liberan histamina. Este compuesto actla sobre las células
endoteliales causando que se expresen moléculas de adhesion celular (E-selectina) e intracelular
(ICAM-1), que facilitan el paso de neutrofilos desde la sangre hacia el &rea de infeccion (Oviedo-
Boyso et al., 2007).
2.5 Cambios composicionales en la leche

Segun Auldist (2011), durante la inflamacién de los cuartos mamarios a causa de
infecciones bacterianas ocurre alteracion de la integridad tejido secretor y ruptura entre las
uniones de las células epiteliales “Tight juntion”, generando que existan alteraciones
composicionales en la leche mastitica. Algunos ejemplos de esto son el aumento en la
concentracion de acidos grasos libres, reduccion de caseina y por ende un aumento de la proteina
del suero, cambios en la concentracion de minerales, disminucion en lactosa, a-lacto aloumina y
grasa en leche, debido a la disminucion de la actividad de sintesis del tejido mamario causado por
el dafio que sufren las células secretoras (Plastridge, 1958; Harmon, 1994; Viguier et al., 2009).

Componentes lacteos como lactosa y a-lacto albumina pueden escapar fuera del alveolo
entre las células epiteliales dafiadas, a través de la uniones de hendidura o comunicantes “gap
junction” por lo que se pueden utilizar como indicadores del grado de infeccion al medir sus
concentraciones en sangre y/o en la orina (Harmon, 1994). La concentracion de proteina total
lactea también puede verse afectada por la mastitis, en particular variaciones en sus componentes
(Urech et al.,, 1999). El contenido de caseina disminuye en la leche con mastitis por un
incremento en la actividad proteolitica debido a que los neutréfilos polimorfo nucleares producen

proteasas (Mehrzad et al., 2005). Esto causa que la calidad de derivados lacteos disminuya (Sapru
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et al., 1997), mientras que los componentes del suero de la leche (i.e., albimina, lactoferrina,
inmunoglobulinas) aumentan para compensar la disminucion de caseina y de esta manera regular
la osmolaridad (Urech et al., 1999). Los componentes del plasma sanguineo pasan a la leche,
debido al aumento del flujo sanguineo y por los cambios en permeabilidad vascular que sufren las
células secretoras (Kitchen, 1981). Segin Urech y colaboradores (1999) la composicién de la
proteina total en la leche con mastitis sub-clinica puede variar. En cuatro vacas las cuales
presentaron promedios de RCS para los cuartos analizados con mastitis (293 x 10° cél.ml™) vs
saludable (84 x 10° cél.ml™) observaron que la porcién de caseina en la leche fue de 82.5 vs
80.8%; mientras que la porcion de proteinas del suero fue de 12.9 vs 14.3% de total de la porcion
de proteina, respectivamente.

La mastitis también causa cambios en el contenido de iones (Milner et al., 1996). Al verse
afectada las concentraciones aniones. Cuando la vaca presenta mastitis las concentraciones de
iones aumentan, lo cual incrementa la CE en la leche de tal manera que este valor se usa para
determinar si hay o no hay mastitis (Kitchen, 1981; Nielen et al., 1992). Los fluidos
extracelulares contienen iones de cloruro, sodio, hidrogeno, potasio e hidréxido, los cuales pasan
desde la sangre hacia la leche (EI Zubeir et al., 2005; Zhao y Lacasse, 2008). En cuartos
mastiticos también se ha observado un cambio en el contenido de minerales debido a que ocurre
una disminucién en los niveles de calcio y fosforo, ya que estos estan asociados con la caseina y
por la desorganizada sintesis de esta, se observa una disminucion en el contenido de minerales
(El Zubeir et al., 2005).

El pH aumenta desde valores tipicos de 6.6 a 6.8 debido al movimiento de iones desde la
sangre a la leche (Kitchen, 1981). Ademas otras enzimas y proteinas del suero originadas a partir

del tejido dafiado, la sangre, o leucocitos son elevadas en la leche incluyendo catalasa, lactato
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deshidrogenasa, lipasa, n-Acetil-B-D- glucosaminidasa (NAGasa) y varias estereasas (Urech et
al., 1999). Debido a la estrecha relacion que existe entre el proceso inflamatorio y los cambios
composicionales en la leche, la medicion de ciertos componentes ha sido utilizada para
monitorear el estado de salud de la glandula mamaria. Entre estos se estan el RCS, catalasa,
NAGasa, cloro, sodio y albumina del suero en leche (Harmon, 1994; Kitchen, 1981; Viguier et
al., 2009). En adicién, los factores mencionados anteriormente estan asociados con una
disminucion en la produccion de leche, calidad de leche y un aumento en los costos de
produccion.

2.6 Variacion del recuento de células somaticas en leche

Durante el desarrollo de la mastitis, una de las principales respuestas es el aumento de
flujo de células somaticas desde la sangre hacia la leche, debi6 a la respuesta inflamatoria,
generando un aumento dramatico del RCS en leche (Kehrli y Shuster, 1994; Bruckmaier et al.,
2004). Varios autores (Dohoo y Meek, 1982; Reneau, 1986; Schutz et al., 1990; Harmon, 1994;
Kehrli y Shuster, 1994; Laevens et al., 1997; Olde Riekerink et al., 2007b; Dufour et al., 2011)
han reportado que el RCS puede ser influenciado por varios factores incluyendo el estado de
infeccion, la edad del animal, estado de lactacion, nimero de partos, estrés, época y manejo, entre
otros.

Sin embargo, el factor que causa mayor impacto sobre el RCS es la incidencia de
infecciones intramamarias (Dohoo y Meek, 1982; Reneau, 1986; Harmon, 1994). El estado de
infeccion de la glandula mamaria va a depender del tipo de agente etioldgico (Harmon, 1994) y
de factores genéticos, ambientales y fisioldgicos que afectan los mecanismos de defensa del
hospedero y por ende de la glandula mamaria (Sordillo, 2005). De Haas y colaboradores (2002,

2004), evaluaron la asociacion que existe entre los patdgenos mastiticos asociados con mastitis
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clinica y el RCS, basados en las desviaciones de la curva tipica de RCS durante la lactacion.
Estos autores reportaron que el patron de comportamiento de la curva de RCS por Escherichia
coli estuvo significativamente asociado con la presencia de pequefios aumentos de RCS. En estos
estudios S. aureus fue asociado con un amplio aumento de RCS, mientras que E. dysgalactiae y
E. uberis no se relacionaron con ningun tipo de patrén definido de aumento de RCS.

La edad del animal, es otro factor que puede influenciar el RCS (Dohoo y Meek, 1982;
Harmon, 1994). Laevens et al. (1997) utilizando 44 animales saludables, reportaron el efecto de
namero de pariciones sobre el RCS. Estos autores encontraron que el promedio de RCS a lo largo
de la lactacién para animales de una lactancia fue de 44.5 x 10° cél.mI™* comprado con animales
de tres lactancias, donde el promedio de RCS fue de 52.9 x 10° cél.mI™. Ademés, Brolund (1985)
reporta que la media geométrica de RCS incrementd, en vacas libres de mastitis de primera
lactancia (28 x 10° cél.mI™) comparados con vacas de cuatro o mas lactaciones (72 x 10° cél.ml"
1, concluyendo que al avanzar el nimero de lactaciones (edad del animal) aumenta el RCS.
Ademas, se ha observado que animales de mayor edad tienen una mayor respuesta inmune al
ataque de patdgenos (Dohoo y Meek, 1982; Harmon, 1994). Schutz y colaboradores (1990)
reportaron que animales saludables de primer parto presentaron menores RCS segun la escala
logaritmica usada por el DHIP relativo a animales de tres o mas lactancias (3.15 vs 3.98
respectivamente)

El estado de lactacion también ha sido relacionado con la variacién en el RCS (Dohoo y
Meek, 1982; Harmon, 1994; Milner et al., 1996). Se ha observado que el RCS aumenta durante el
periodo pos-parto y posteriormente disminuye mientras la lactancia avanza (Laevens et al., 1997,
Santman-Berends et al., 2012). En adicion Sheldrake y colaboradores (1983) concluyeron que

independientemente del estado de infeccion que presenten los animales, inmediatamente después
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del parto se va a presentar valor elevado de RCS. Otros investigadores, mencionan que el leve
aumento que se observa de RCS al final de la lactacion esté asociado al fendmeno de dilucion, es
decir que segun aumenta el rendimiento en leche el RCS disminuye en cuartos que no presentan
una infeccion. (Reneau, 1986; Emanuelson y Funke, 1991; Laevens et al., 1997). Esta dilucion es
un efecto giratorio entre el volumen de leche y el RCS (Green et al., 2006). Es decir, al disminuir
el RCS en ausencia de una infeccion, el rendimiento de leche va a ser mayor y este incremento en
volumen de leche causa que la concentracion de células soméaticas sea menor por unidad de
volumen.

La época del afio es otro de los factores que puede causar una variacion en el RCS. En
regiones templadas se ha observado que en los meses de invierno el RCS es menor comparado
con los meses de verano (Dohoo y Meek, 1982). Esta diferencia en el contenido de células
somaticas no se debe directamente a un efecto del aumento de la temperatura ambiental sobre el
animal, sino a que por estas y por la humedad, se desarrollan una mayor cantidad de patogenos, a
los cuales el animal esta expuesto (Reneau, 1986; Harmon, 1994). En Puerto Rico Curbelo-
Rodriguez (2007), encontr6 que durante la época de mayor temperatura (julio, agosto y octubre)
se presentd un mayor RCS (sobre 600 x 10° cél.mI™). Este aumento de RCS coincide con que en
esos meses es donde hay altas temperaturas y humedad generando que se desarrollen mayor
cantidad de patdgenos que causen infeccion. En adicion, el animal al estar en estrés termal, el
consumo de alimento se ve afectado (Bouraoui et al., 2002) y por ende puede causar un
desbalance en el sistema inmune, haciendo que el animal este mas propenso a enfermedades
(Sordillo, 2005). En otra investigacién Olde Riekerink y colaboradores (2007a), observaron que
hubo un aumento en RCS y en la diversidad de bacterias aisladas en los meses de agosto y

septiembre.
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El estrés a causa de la produccion, estabulacion/manejo es otro factor que causa variacion
en el RCS (Dohoo y Meek, 1982; Reneau, 1986; Harmon, 1994). En adicion el uso de
suplementos hormonales para aumentar la produccion genera un aumento en el RCS. Una
investigacion realizada por Willeberg (1993) estimé que al usar la hormona somatotropina bovina
aumenta la incidencia de mastitis clinica en un 15 hasta 45%. También se ha observado un
aumento en el RCS en animales que no se han dividido en grupos (novillas/adultas o altas/bajas
productoras). Grupos mezclados presentaron un RCS en tanque de 170 x 10° cél.mI™ a 424 x 10°
cél.ml™, este conteo de RCS se realiz6 cuatro dias después de la mezcla de grupos. Sin embargo
no se presentaron diferencias en los RCS semanales (Kay et al., 1977).

Variaciones en el RCS se han observado también entre los ordefios de la mafiana y la
tarde. Esto ocurre como resultado de una dilucién proporcional, es decir que hay un aumento en
el RCS debido a una reduccion del volumen de leche, relativo al intervalo entre ordefios (Dohoo
y Meek, 1982; Reneau, 1986; Harmon, 1994). Esta variacién puede ser mayor en animales de alta
produccién comparado con los de baja produccién (Reneau, 1986). En una investigacion
realizada por Olde Riekerink y colaboradores (2007b) se encontrd que existe la variacion diurna
del RCS entre ordefios en animales saludables. Durante el pre-ordefio de la mafiana se obtuvo 80
x 10° cél.ml™ y una hora pos-ordefio se observé un aumento en el RCS a 250 x 10° cél.mI™* por
un efecto de dilucién. Durante el dia los niveles de RCS fueron disminuyendo hasta el ordefio de
tarde (10 horas post-ordefio am), en donde se observé que el RCS fue de 50 x 10° cél.ml™. Los
autores observaron que cuando el animal present6 infeccion mamaria, es decir un alto RCS, hay
un incremento en la porcién de poli-morfo neutréfilos después del proceso de ordefio. Por tales
razones se recomienda tomar las muestras de leche para evaluar RCS antes de empezar el proceso

de ordefio (Dohoo y Meek, 1982; Reneau, 1986; Harmon, 1994).
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Segun todo lo mencionado anteriormente hay varios factores que alteran el RCS pero
estas variaciones son menores comparados con el nivel de RCS que se presenta cuando hay una
infeccion intramamaria, por lo cual son considerados de menor importancia (Dohoo y Meek,
1982; Reneau, 1986; Harmon, 1994).

2.7 Efecto del contenido de células somaticas sobre la calidad de la leche

Un alto RCS en la leche podria afectar la seguridad alimentaria y aumentar el riesgo de
encontrar residuos de antibiéticos en la leche (Ruegg y Tabone, 2000). La Unién Europea’ y la
oficina de regulacion de la industria lechera en Puerto Rico (ORIL-PR) destaca que la leche
utilizada para al consumo humano tiene que provenir de animales saludables (Viguier et al.,
2009). Por tal razon, actualmente el consumidor y el productor buscan tener una leche de calidad,
para tener productos seguros y una produccion estandar de derivados lacteos (Dong et al., 2012).
Para producir leche de calidad grado “A” hay algunos factores que se deben tener en cuenta,
siendo uno de ellos el RCS en leche (U.S. Department of Health and Drug Administration, 2011).
Se ha establecido segin una ley federal que el limites maximo de RCS que puede tener un
productor es de 750 x 10% cél.mI™ (U.S. Department of Health and Drug Administracion, 2011).

Como se ha mencionado anteriormente, el RCS es la principal caracteristica que sirve
como indicador de la calidad de leche, pero hay que mencionar que el RCS per se no es el que
afecta la calidad de la leche sino més bien esto se debe a enzimas que estan asociadas al alto RCS
(Ma et al., 2000; Santos et al., 2003; Barbano et al., 2006). Debido al proceso de inflamacion que
sufren los cuartos mamarios a causa de la infeccion, hay una disminucién de componentes que se
forman a partir de la sintesis de novo y hay un aumento de elementos desde la sangre hacia la

leche (Kitchen, 1981). Estos elementos incluyen enzimas (i.e., plasmina es una proteasa que

! Regulacion 853/2004
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degrada caseina y la lipoproteina lipasa que degrada grasas) que aumentan la actividad
proteolitica y lipolitica, las cuales se han relacionado con una disminucion en la calidad sensorial
y vida (til de la leche (Santos et al., 2003). Segin Ma y colaboradores (2000), un bajo nivel de
RCS en leche (< 100 x 10% cél.mI™), mantuvo una alta calidad organoléptica durante un periodo
de vida anaquel de 21 dias, mientras que en leche con un alto RCS (750 x 10° cél.ml™) se
detectaron defectos sensoriales entre 14 a 21 dias. Los principales defectos que se detectaron
fueron un sabor rancio y amargo, resultado de la alta protedlisis y lipélisis. En otra investigacion
Santos et al., (2003) concluyeron que la combinacion de bajo RCS en leche y baja temperatura de
almacenamiento (< 6°C) puede ayudar a mantener un mejor sabor y calidad de la leche de hasta
61 dias.

Segun el U.S. Department of Health and Drug Administration (2011), el limite permitido
en EE. UU. es de 750 x 10° cél.mI™* siendo este uno de los limites mas altos permitidos a nivel
mundial. Esto afecta a la exportacion de productos lacteos a mercados internacionales, puesto que
en otros paises de la Unidn Europea, Nueva Zelanda, Australia y Suiza tienen un limite maximo
de RCS de 400 x 10° cél.mI™ (Dong et al., 2012). Sin embargo, algunos estados de EE. UU. han
disminuido el limite permitido de RCS (i.e., California 600 x 10° cél.mI™, Oregon 500 x 10°
cél.ml™, Idaho 400 x 10° cél.mI™) (Norman et al., 2011).

Por las razones explicadas anteriormente el gobierno de EE. UU. propuso disminuir el
limite permitido de RCS a 400 x 10° cél.mI™pero esto no fue aprobado durante la conferencia
nacional sobre envios de leche interestatales (NCIMS, por sus siglas en inglés) en mayo del 2011

(Dickrell, 2011).
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2.8 Impacto economico de la mastitis

La mastitis es una de las enfermedades mas importantes en la produccion de leche, debido
al efecto negativo que tiene sobre la salud del animal y la eficiencia de produccion de leche. En
adicion, es la enfermedad mas comun e importante en los hatos lecheros a nivel mundial (Halasa
et al., 2007), ya que estd asociada a substanciales pérdidas econémicas y por ende a un
incremento en los costos de produccién (Andersen et al., 2010).

En Puerto Rico, segun el informe anual de la industria lechera para el afio fiscal 2010-
2011. Determin6 que 1, 179,977 kg de leche no estaban aptos para cumplir con el programa de
grado “A”. Los parametros que tuvieron un mayor impacto en la leche decomisada fueron
presencia de antibioticos en la leche con un 36.4% (429,619 kg de leche), RCS con un 28.7%
(338,747 kg de leche) y bacterias en leche con un 12.09% (142,769 kg de leche). Es decir que un
77.19% de la leche no apta para grado “A” son ocasionadas por parametros asociados
directamente con la mastitis. Al ver el impacto negativo de la mastitis sobre la calidad de leche
para grado “A”, causa que la mastitis tenga un impacto negativo en la economia de la industria
lechera. Debido a que el decomisé de leche generd pérdidas de $360,879.69 por leche con
presencia de antibidticos, $284,587.48 por alto RCS y $119,925.96 por alto contenido de
bacterias. Teniendo un total de pérdidas de $765,393.13 ocasionados por leche decomisada que
no cumple con los parametros para grado “A” a causa de problemas asociados a mastitis.

El total de pérdidas estimadas para los ganaderos de EE. UU. a causa de las mastitis es de
$400 a $500 millones al afio (Janzen, 1970). Varios programas de control indican pérdidas
anuales por vaca entre $23.26 y $154.34 (Janzen, 1970). En otra investigacion Blosser (1979)
evalud las pérdidas econdmicas utilizando el 86% de la poblacién de vacas lecheras en EE. UU.,

reportando pérdidas anuales a causa de mastitis en los siguientes renglones: reduccién de
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produccion de leche, $81.32; leche descartada, $12.88; costos de veterinario/medicinas, $5.83;
aumento de trabajo, $2.28; disminuye el precio de leche, $5.72; incremento los costos de
reemplazo, $9.36; para un total de $117.35/vaca/afio. Shim y colaboradores (2004) evaluaron la
pérdida de produccién de leche y los costos de tratamiento de mastitis leche entre los afios 1994 —
1996, reportando pérdidas de 230 + 172 kg de leche e incurriendo a unos costos adicionales por
tratamientos por $94 + 51 por lactacion, respectivamente. Bar y colaboradores (2008) en hatos
lecheros de Nueva York estimaron el costo total de un caso de mastitis, siendo de $179
distribuidos entre $115 por pérdidas de produccion de leche, $14 por incremento en mortalidad y
$50 en los costos relacionados a tratamientos. Por las razones expuestas anteriormente la mastitis
tiene un gran impacto econdémico en la rentabilidad de las vaquerias y se recomienda tener un
control basado en programas continuos de prevencion y eliminacion de infeccion (Janzen, 1970).
2.9 Técnicas para la deteccion de mastitis

Se han desarrollado técnicas rapidas a nivel de campo para determinar y evaluar la calidad
de la leche a través del diagnostico de la infeccién (Viguier et al., 2009). Se han implementado
técnicas para la deteccion temprana de mastitis utilizando indicadores de inflamacion presentes
en la leche como por ejemplo: células somaticas, aumento de iones en leche, pruebas de
coagulacién de la leche, analisis enzimatico, entre otras (Pyoréala, 2003).

La prueba de mastitis californiana (CMT, por sus siglas en inglés) fue desarrollada en el
afio 1957 y hasta el momento es utilizada en hatos lecheros alrededor del mundo (Schalm y
Noorlander 1957; Fosgate et al., 2013). Esta prueba permite estimar indirectamente el RCS en
muestras de leche (Barnum y Newbould, 1961). La prueba, es de bajo costo, rapida, se puede usar
a nivel de campo y la persona que realice la prueba no necesita un entrenamiento extenso

(Sanford et al., 2006). La solucién de CMT contiene un detergente aniénico y bromocresol
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(Carroll and Schalm, 1962). Este detergente degrada las membranas de las células somaticas
exponiendo su ADN, de esta manera se unen los acidos nucleicos formando un gel, el cual de
acuerdo a su viscosidad estimara la cantidad de células somaticas (Schalm y Noorlander, 1957;
Viguier et al., 2009). Barnum y Newbould (1961) describen el sistema de clasificacion para
determinar el valor de CMT el cual consta de resultados negativos (0 a 200 x 10°cél.mlI™), trazas
(200 x 10%a 400 x 10°cél.mI™), grado 1 (400 x 10° a 1,200 x 10%cél.mI™), grado 2 (1,200 x 10° a
5,000 x 103cél.mI™) y grado 3 ( > 5,000 x 10°cél.mI™") (McFadden, 2011). EI CMT es una prueba
relativamente simple para usar, sin embargo puede ser dificil de interpretar debido a la
subjetividad que presenta (Sanford et al., 2006).

Otra prueba de campo para evaluar el estado de salud de la glandula mamaria es el
estimador portable de células sométicas (PORScc). EI PORScc es una prueba cuantitativa la cual
usa un algoritmo para convertir los resultados de una reaccion enzimatica en un estimado de
RCS. Sin embargo, el periodo para obtener los resultados en esta prueba es de 45 minutos
(Rodrigues et al., 2009). Esta prueba genera una reaccién colorimétrica producida por la reaccion
quimica de un sustrato (tinte) y la enzima estereasa, la cual se encuentra en la membrana de las
células somaticas. Luego se utiliza una funcion logaritmica para estimar el RCS asociado en el
color que presento la reaccion (Rodrigues et al., 2009; Viguier et al., 2009; Brandt et al., 2010).

La medida de CE estima el RCS debido al incremento en la concentracién de iones (K,
Na, Cl, Mg) en la leche; los cuales se infiltran a la glandula mamaria desde la circulacién, durante
la respuesta inflamatoria (Viguier et al., 2009; Brandt et al., 2010). La CE es la medida de la
conductancia que tiene un material a una corriente eléctrica (Nielen et al., 1992). Al aumentar las
concentraciones de aniones y cationes en la leche, aumentard la conductancia y por ende

aumentara la CE. Se ha determinado que el rango normal de CE en leche bovina es de 4 a 5.5
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mili-Siemen/cm (Norberg et al., 2004). Fosgate y colaboradores (2013), observaron que la
herramienta del CMT fue mas confiable que la CE para clasificar animales que presentaron
RCS > 200 x 10° cél.ml™. En dicho estudio se reportd una sensitividad de 94.5% vs 89% y
especificidad de 77.7% vs 89% para la prueba de CMT vs CE, respectivamente. La prueba de CE
es ampliamente adoptada debido a que los sistemas de ordefio pueden medir cambios en CE ya
que tienen incorporados electrodos para medir la misma durante la rutina de ordefio (Norberg et
al., 2004). Sin embargo se ha observado que el equipo de ordefio requiere multiples
sincronizaciones al afio. En adicién variaciones en la CE no relacionadas con mastitis pueden
presentar problemas de diagndstico (Viguier et al., 2009).

Otra prueba de campo es el DelLaval (DCC, por sus siglas en inglés), el cual esta
equipado con un contador celular éptico portable con tecnologia de fluorescencia dptica (Viguier
et al., 2009). Este equipo utiliza un casete desechable en el cual se coloca una muestra de 1 uL.
La leche se mezcla por presion capilar dentro de la camara del casete, el cual contiene pequefias
cantidades de yoduro de propidio utilizado como marcador especifico fluorescente para tefiir el
ADN nuclear de las células somaticas (Hunt et al., 2012). El casete contiene una ventana de
conteo la cual es expuesta a una fuente de luz. Cuando el ADN tefiido es activado por una fuente
diodo emisor de luz (LED) que emite un largo de luz especifica el cual es captado por un sistema
optico integrado. El sistema toma la imagen del nucleo tefiido de cada célula somatica, generando
en menos de dos minutos el RCS de la muestra; expresada en células.uL™ de leche (Nelson,
2004; Gonzalo et al., 2006; Spanu, 2010). EI DCC tiene la ventaja de ser un instrumento que es
portatil, facil de usar y se puede utilizar directamente en el campo (Nelson, 2004; Gonzalo et al.,
2006; Viguier et al., 2009). Se han determinado los valores de correlacion que tiene el DCC

comparado con el método microscépico para determinar RCS en muestras de leche en ganado
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lechero bovino, teniendo una correlacion de 0.98 (Hanus et al., 2011) y 0.99 en ovinos (Gonzalo
et al., 2006). Nelson (2004), mencioné que el DCC comparado con otras herramientas (ej.
Fossomatic) tiene una buena correlacion r > 0.88. En adicion, menciona que la distribucion de los
valores analizados por el DCC fue aceptable, ya que presentd menos de 1% de datos inciertos o
incorrectos. Sin embargo, cabe recalcar que la principal desventaja que presenta el DCC es su
elevado costo $3,000 — 4,000 (Viguier et al., 2009).

Una técnica relativamente nueva que esta siendo utilizada para determinar el RCS es el
microscopio portable para contar células somaticas con un “chip” desechable (C-reader) (Moon
et al., 2007). El C-reader es un sistema en el cual un “chip” desechable, incorporando una técnica
de micro-fluidos, absorbe por capilaridad 20uL de leche con soluciones de tincion (incluidas en
el “chip”). Esta solucién consta de solucién buffer fosfatada (PBS) al 0.1 M con pH 5.8, un
detergente Triton-X 100 al 2 % para la destruccion de las células y un tinte fluorescente de
bromuro de etidio. Una vez la muestra de leche es colectada con el “chip” este es colocado sobre
un sistema Optico de un microscopio invertido (Digital Bio Technologyco., Seoul, Korea), luz
LED verde (520nm) activa la fluorescencia de la muestra en el chip, la cual es captada y
escaneada por una cdmara con un lente de enfoque de 4x. Luego un “software” (programa de
computadora) analiza la imagen de la muestra y la concentracién de los RCS son presentados en
una pantalla. Este sistema consta de un equipo de 17 kg que tiene una bateria acoplada, lo que le
permite ser una herramienta a utilizar a nivel de campo (Moon et al., 2007). Investigaciones
realizados por Moon y colaboradores (2007), demostraron la alta correlacion (r = 0.935 a 0.964)
que presenta el C-reader comparado con otros equipos comerciales para determinar el RCS a
nivel de laboratorio (Fossomatic 4000, Somacount 150 y Somacope). ElI C-reader es una

herramienta nueva, facil de usar a nivel campo o laboratorio y automatica que puede determinar
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valores de RCS confiables y con aceptable repetitividad (Moon et al., 2007). La desventaja que
puede presentar este equipo es su relativo alto costo.

Existen diferentes equipos y métodos para determinar mastitis mediante el RCS a nivel de
laboratorio. El método que se ha utilizado como referencia para determinar el RCS es el de
microscopio directo. Este método utiliza el tinte de azul de metileno para tefiir las células
somaticas y a través del microscopio se van contabilizando una por una (U.S. Department of
Health and Drug Administration, 2005). Sin embargo este método requiere de personal entrenado
para obtener resultados confiables (Moon et al., 2007). Otro método para determinar el RCS es
utilizando el conteo de particulas electronicas. Este utiliza una solucion de formaldehido para
fijar las células somaticas y una solucion para romper las particulas de grasa. Posteriormente se
cuentan las particulas resultantes (correspondientes a las células somaticas) (Miller et al., 1986;
International Federation Dairy, 1995). EI método mayormente utilizado para determinar el RCS a
nivel de laboratorio es el método oOptico de células fluorescentes utilizando los principios de
citometria de disco (Fossomatic 90) y citometria de flujo (Fossomatic 5000, Somacount 150 y
Somascope). El principio de citometria de flujo consiste en re-suspender células tefiidas con
colorantes fluorescentes (bromuro de etidio), a través de un tubo capilar por el cual pasa solo una
célula. El tubo se encuentra al frente de un microscopio objetivo el cual es iluminado con una luz
laser azul que activa las células tefiidas. Estas a la vez emiten luz roja la cual es captada por foto
receptores con filtros especificos del microscopio. La magnitud de luz roja captada se multiplica
por un factor definido de trabajo (fotoreceptores) y de esta manera se determina el RCS segun la
produccién de impulsos fluorescentes. En el caso de la citometria de disco, el foto-receptor
cuenta el numero de células que pasan al microscopio sobre un disco giratorio (Gunasekera,

2003; Gonzalo et al., 2004, 2006; Moon et al., 2007; Galanzha y Zharov, 2012). Estas técnicas
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han presentado valores confiables para determinar el RCS. Por ejemplo Nelson (2004); Hanus y
colaboradores (2011); Gonzalo y colaboradores(2006) encontraron un valor de correlacién mayor
a 0.90 entre la determinacion de RCS por los métodos fluorescentes dpticos y por microscopio.
La principal desventaja que presenta esta metodologia es que no se puede utilizar a nivel de
campo debido a la complejidad del equipo. En adicion, su costo de inversion es muy alto y para
sincronizar estos equipos es necesario tener muestras estandar que se han determinado con el
método directo de microscopio (Gonzalo et al., 2006).

Las técnicas mayormente utilizadas actualmente por los ganaderos y veterinarios para
detectar mastitis en fases tempranas a nivel de campo presentan ciertos inconvenientes. Por
ejemplo, el CMT es muy subjetivo, el PORScc presenta baja sensitividad a bajo RCS, la CE es
demasiado variable y requiere sincronizacion del equipo en varios intervalos al afio y el DCC, y
el C-reader son relativamente costosos (Viguier et al., 2009). Por tal raz6n una alternativa para la
deteccion temprana de mastitis es el uso de la termografia infrarroja (TIR) (Berry et al., 2003;
Colak et al., 2008; Polat et al., 2010; Curbelo-Rodriguez, 2011). Esto debido a que al existir una
infeccion se va a desencadenar una respuesta inflamatoria la cual resultara en un aumento de
temperatura en el area afectada. Al ser una infeccion local a nivel de la glandula mamaria, el
aumento en temperatura podria ser evaluado en la leche y mientras mayor sea la infeccion, mayor
sera la respuesta inflamatoria con un posible aumento en la temperatura de la leche.

2.10 Termografia infrarroja

La TIR se basa en la medicion de la radiacion infrarroja que es emitida por todo objeto
(origen biolégico o no bioldgico) que tenga una temperatura sobre cero absoluto (0°K ) (Tan et
al., 2009; Bagavathiappan et al., 2013). La TIR es un método no invasivo y seguro que permite

obtener la estimacion del perfil térmico del objeto de interés, debido a que todo objeto produce
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energia proporcional a su temperatura (Colak et al., 2008; Polat et al., 2010; FLIR, 2014). En
adicion, esta energia producida se puede perder en forma de calor por conduccidn, radiacion y
conveccion. (Colak et al., 2008).

La TIR captura la radiacion emitida por la colision de moléculas que componen cada
material, la cual va a ser proporcional a la temperatura del material. Cdmaras con tecnologia
infrarroja detectan la radiacion en el espectro de banda infrarroja de 9,000 a 14,000 nandémetros
del espectro electromagnético, transformandola en una imagen visible denominada termograma
(Madruga et al., 2010; Lee et al., 2011; Alsaaod y Blscher, 2012). La temperatura del objeto es
calculada y brindada directamente por la camara en °C o °F, a partir de la intensidad de radiacion

emitida utilizando la ley de Stefan-Boltzman.

1 = eoT*
A

Donde q es la amplitud de valores de energia emitida, A es el 4rea de la superficie (m?), T es la
temperatura absoluta en °K, ¢ es la constante de Stefan-Boltzman y € es la emisividad del objeto
o superficie. Mientras mayor sea la radiacion mayor sera la temperatura (Bagavathiappan et al.,
2013; Lahiri et al., 2014).

La TIR hace uso de un sistema de elementos Opticos y electronicos compuestos de un
lente que enfoca radiacién infrarroja sobre un detector en forma de matriz plano focal (MPF) y
un “software” para procesar la radiacion infrarroja a pixeles (FLIR, 2014). La conversién de la
radiacion infrarroja a una imagen visible es el paso mas critico, debido a que es necesario que
esta conversion se realice o mas rapido posible para evitar variaciones entre la temperatura del
objeto al momento de la toma y la temperatura en la imagen ya procesada (Astrov et al., 2009).
Esta conversion va a depender del detector de la cdmara infrarroja, el cual es una MPF que

contiene elementos sensibles de tamafio micrométrico formado por varios materiales sensitivos a
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diferentes longitudes de onda. La cantidad de elementos sensitivos va a depender de los pixeles
de la cdmara, existen cdmaras que van desde 160 x 120 hasta 1024 x 1024 pixeles (Rogalski,
2011). Los elementos sensitivos de la MPF convierten la radiacion infrarroja a tension eléctrica,
debido a que la radiacion infrarroja altera la resistencia de los elementos sensitivos (Tan et al.,
2009; FLIR, 2014).

Los detectores de MPF se han dividido en detectores termales (no cuénticos) y detectores
cuanticos (Rogalski, 2011; FLIR, 2014). Los detectores termales son microbolémetros,
piroeléctricos y células de Golay, los cuales detectan el calor generado por medio de la radiacion
infrarroja, no son dependientes del largo de onda y son los que mayormente se emplean debido a
su bajo costo y su alta sensitividad (Tan et al., 2009; Topaloglu et al., 2013). Los
microbolometros son el tipo de elementos detectores que utiliza la cdmara FLIR e-50. Estos
pueden ser utilizados a temperatura ambiente y no necesitan un sistema de enfriamiento, lo que
los hace disponibles para muchas aplicaciones, especialmente bioldgicas (Kim y Han, 2001). Los
detectores termales trabajan bajo el principio termoeléctrico. Los elementos sensibles que
contiene la MPF estan formados por unas laminas rectangulares con una conocida capacidad de
resistencia a calor, al alterarse esta resistencia se produce un impulso eléctrico. Los detectores
termales del tipo bolometro trabajan a manera que registran diferencias en temperaturas, que se
generan a partir de la variacion en la resistencia del elemento sensible (Astarita y Carlomagno,
2012). Los detectores cuanticos o detectores fotonicos tienen un sistema de operacion basado en
el cambio de estado de un electrdn, integrados a una plataforma estructural (e.g., cristal, silicon,
entre otras), la cual reacciona a la incidencia de los fotones; es decir son dependientes del largo
de onda (Tan et al., 2009; Antonelli et al., 2013). Los detectores cuanticos pueden detectar la

temperatura de la superficie de objetos pequefios o de materiales a bajas temperaturas ya que los
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elementos detectores necesitan una baja temperatura para activar el electrén y requieren sistema
de enfriamiento para procesar las imégenes.

Las imagenes digitales se forman gracias a los elementos sensibles debido a que cada uno
es un pixel, entonces al alterarse cada elemento sensitivo este producira un impulso eléctrico o
cambio de electron que serd capturado por el elemento detector y generard un pixel con diferente
temperatura. Una vez ya procesadas las imagenes, estas ofrecen diferentes gradientes de colores
que reflejan las diferencias en temperaturas capturadas (Eddy et al., 2001).

Se debe tomar en cuenta que la radiacion infrarroja medida por la cdmara TIR depende de
la temperatura del objeto, emisividad que tenga el mismo, su reflectividad y la del entorno (Kunc
et al., 2007). La emisividad del objeto es la habilidad que tiene un objeto de emitir radiacién
infrarroja perteneciente al mismo, mientas que la reflectividad es la habilidad de un objeto en
reflejar esta radiacion (Eddy et al., 2001). Para obtener una medida confiable de temperatura se
tiene que tener en cuenta los factores que influencian la radiacién. Por tal razén la TIR puede
estimar muchos factores como son: emisividad del objeto, la reflectividad, la distancia entre el
objeto y la camara, la humedad relativa y la temperatura ambiental.

2.11 Uso de sistemas de termografia infrarroja para evaluar el perfil térmico de los
animales domeésticos

En los animales homeotérmicos la temperatura corporal es relativamente estable debido a
los procesos bioldgicos de termorregulacion que estos poseen (Aggarwal y Upadhyay, 2013).
Cuando se esta expuesto a un ambiente que sobrepasa la amplitud de valores de temperatura de la
zona termo neutral del animal es decir la zona de confort térmico, la vasodilatacion es un
mecanismo utilizado para eliminar calor en exceso y mantener una temperatura estable (Wheeler,
2006). Esta respuesta es controlada por el sistema nervioso simpatico al regular la tasa de

dilatacion de los vasos periféricos, aumentando el flujo de sangre hacia la periferia, facilitando
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una mayor pérdida de temperatura por los mecanismos de disipacion de calor que el organismo
emplea (e.g. conveccion, conduccion y radiacién) hacia el ambiente (Kadzere et al., 2002;
Wilkins y Wheeler, 2004). Otro mecanismo para eliminar calor es la evapotranspiracion. Este
mecanismo esta gobernado por las fibras colinérgicas post-ganglionares simpaticas, las cuales
estimulan las glandulas sudoriparas a producir secrecion merdcrina sobre la piel (sudor),
generando pérdida de calor por evaporacion y disminuyendo la temperatura de la superficie de
esta area, (Wilkins y Wheeler, 2004; Wheeler, 2006). En vacas lecheras ocurren dos formas de
evapotranspiracion, la primera es una sudoracion insensible la cual el cuerpo suda
constantemente, a menos que la humedad relativa este cerca del 100%. El otro tipo de
evapotranspiracion es la mecéanica cuando el animal suda para crear un enfriamiento por
evaporacion a causa de un aumento de temperatura (Kadzere et al., 2002).

Cuando se estd expuesto a un ambiente frio los mecanismos para conservar calor son
controlados por el sistema nervioso simpatico (Wheeler, 2006). El flujo de sangre hacia la piel es
reducido por lo cual la pérdida de calor es menor. Este proceso es controlado por
adrenoreceptores aly adrenoreceptores periféricos o2 (Zerpa et al., 2010). Estos receptores son
responsables de controlar la constriccion de venas y arterias principalmente de las extremidades,
reduciendo el flujo de sangre hacia la periferia y de esta manera la temperatura corporal profunda
se conserve (Wilkins y Wheeler, 2004; Wheeler, 2006; Zerpa et al., 2010). Otros mecanismos
para conservar calor son la ereccion pilosa, escalofrio y actividad voluntaria del musculo; sin
embargo estos son ineficientes para la produccion de calor (Wilkins y Wheeler, 2004).

Alteraciones en la temperatura corporal profunda de los animales solo ocurren durante
episodios extraordinarios incluyendo estrés termal severo, infecciones sistémicas, etc. Varios

investigadores han utilizado la TIR para evaluar el perfil térmico en animales (Hurnik et al.,
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1984; Schaefer et al., 2004; Kunc et al., 2007; Mccafferty, 2007; Hovinen et al., 2008; Aljumaah
et al., 2012; Alsaaod y Buscher, 2012). Nikkhah y colaboradores (2005) evaluaron la capacidad
de la TIR para evaluar la temperatura en las patas de vacas lecheras en diferentes estados de
lactacion, reportando que animales con < 200 (n=17) dias en leche presentaron un promedio
menor temperatura en la banda coronaria comparado con animales > 200 dias en leche (n=17)
(25.4+1.3 vs 21+1.5°C). En adicidn, el incremento de temperatura en la banda coronaria coincide
con un aumento de hemorragia en las patas. Por lo tanto, es posible que el uso de TIR para medir
la temperatura de la pezufia, se utilice para detectar inflamaciones asociadas con laminitis. En
otro estudio, Alsaaod y Buscher (2012) reportaron un aumento en temperatura de la banda
coronaria de animales con lesiones comparado, con vacas que no presentaban lesiones.
Rainwater-Lovett y colaboradores (2009), utilizaron la TIR para evaluar cambios en temperatura
de las patas durante diferentes estados de infeccion a causa del virus de la fiebre aftosa, en
animales inoculados con el virus directamente (n=12) y animales que entraron en contacto con
los infectados (n=6), durante el estadio pre-clinico la amplitud de calores de temperatura de las
patas fue de 31.8 a 37.1°C y 31.4 a 38.1°C, respectivamente; para el estado pos-clinico la
amplitud de rango de temperatura de las patas fue 37.3 a 40.1°C y 31.6 a 39.5°C,
respectivamente. En adicion estos autores concluyen que el uso de TIR, es una herramienta no
invasiva y confiable para evaluar varios animales. En otra investigacion Curbelo-Rodriguez
(2011), detectd diferencias en temperatura de la superficie de la piel de cuartos infectados vs no
infectados en modelos de mastitis in vivo. Polat y colaboradores (2010), evaluaron la
confiabilidad de la TIR para detectar mastitis sub-clinica usando como objetivo de imagen la
glandula mamaria. Estos reportaron sensibilidad, especificidad y valores predichos positivos de

95.6, 93.6 y 95.0 % respectivamente. El uso de la TIR ha presentado resultados prometedores, en
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modelos de mastitis experimentalmente inoculados con LPS de Escherichia coli (10 pg),
detectando diferencias de 1 a 1.5°C en la temperatura de la ubre. En adicion, se ha reportado una
correlacion lineal r = 0.92 (P = 0.001) entre la temperatura rectal y la temperatura de la superficie
de la ubre infectada (Hovinem et al., 2008). En otra investigacion, Metzner et al. (2014),
utilizando la TIR compararon la temperatura de cuartos mamarios pre y pos inoculacién con
Escherichia coli. Estos observaron que los promedios de temperatura de la superficie de los
cuartos mamarios infectados vs no infectados presentaron diferencias significativas de 36.93 vs
35.70°C respectivamente. En adicion determinaron que la mejor manera para analizar las
imagenes termogréaficas (1T) era por medio del uso de poligonos en el cuarto mamario. Martins y
colaboradores (2012) en un estudio realizado utilizando ovejas, observaron diferencias marcadas
en la temperatura maxima de la ubre comparando entre una infeccién de mastitis de tipo clinica
(38.4°C) y sub-clinica (39.02°C). Segun Hoffmann y colaboradores (2013) la TIR es una
herramienta confiable ya que puede estimar de una forma rapida el estado de salud del animal.

Los autores mencionados anteriormente concluyen que el uso de la tecnologia infrarroja
podria ser empleado como una herramienta practica para determinar la temperatura de la ubre con
una alta habilidad predictiva. Sin embargo, en los estudios mencionados anteriormente, para la
coleccion de imagenes se requirié aclimatizar a los animal previo a la toma de iméagenes,
moviendo los animales a un cuarto obscuro con una temperatura constante para evitar influenciar
la temperatura de los mismos a causa de radiacion solar, humedad y velocidad del viento (Polat et
al., 2010).
2.12 Factores que influencian la temperatura de la ubre

Investigaciones han demostrado que el ganado lechero vacuno presenta variaciones en su

temperatura corporal debido a fluctuaciones en el ritmo cardiaco (Bitman et al., 1984); por lo que
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tedricamente estas fluctuaciones podrian afectar la temperatura de la ubre (Berry et al., 2003).
Bitman et al. (1984) reportd que 4 de 6 vacas después de un periodo de ejercicio presentaron un
aumento de 1.25°C en la temperatura de la ubre. En adicién, Berry et al. (2003) utilizando 10
vacas Holstein reportd diferencias significativas en la temperatura de la ubre antes y después de
un periodo de ejercicio, con promedios de 33.42 y 34.46°C respectivamente. En estos estudios el
aumento a exposicion a calor por la radiacion del sol asociado con la actividad del ejercicio
realizado causo que exista ese aumento en temperatura de la ubre (Berry et al., 2003) .

Factores climaticos como la temperatura ambiental, humedad relativa, radicacion y
velocidad del viento también afectan la temperatura de la superficie de la ubre (Berry et al., 2003;
Colak et al., 2008; Polat et al., 2010; Curbelo-Rodriguez, 2011; Metzner et al., 2014). Berry et
al. (2003) realizaron modelos para predecir la temperatura de la superficie de la ubre, los modelos
que presentaron una mejor prediccién (r = 0.73 a 0.93), fueron aquellos en los que se incluyeron
los parametros climéticos (temperatura ambiental y humedad). De esta manera se demostré que
los factores climatoldgicos si alteran la temperatura de la ubre. En otra investigacion Castro-
Costa et al. (2014) reportaron una correlacion positiva (r = 0.88) entre la temperatura de la
superficie de la ubre y la temperatura ambiente.

En adicidn, al llevar a cabo la TIR otros factores pueden contaminar la superficie de
interés como son: agua, heces, materia organica y orina. Estos alteran la temperatura de la
superficie de la ubre causando que esta no sea el mejor objetivo para realizar la deteccion de
cambios en temperatura asociados al proceso inflamatorio a nivel de campo (Berry et al., 2003;
Colak et al., 2008; Polat et al., 2010; Curbelo-Rodriguez, 2011; Metzner et al., 2014). Ademas,
desde un punto de vista mas practico, el utilizar la ubre como objeto de imagen para obtener

imagenes termograficas de los cuatro cuartos individuales podria presentar algunos
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inconvenientes de manejo. Debido a que se requieren de varias imagenes y sujetar la cola del
animal para poder tomar la imagen de los cuartos posteriores (Colak et al., 2008; Curbelo-
Rodriguez, 2011; Metzner et al., 2014). En adicion realizar un periodo de pre-a climatizacién
para los animales en un cuarto oscuro a una temperatura constante (Polat et al., 2010). Pezeshki y
colaboradores (2011) reportaron que el uso de la TIR resulta una herramienta Gtil para detectar
cambios en temperatura en la superficie de la ubre (2 a 3 °C) entre animales sanos e infectados
con Eschericha coli. Sin embargo, la méxima temperatura de la superficie de la ubre ocurri6
después que el animal present6 un pico de temperatura rectal y presencia de signos locales.

Segun las razones expuestas anteriormente, el uso de la TIR como herramienta para la
deteccion temprana de mastitis a nivel de campo, utilizando como enfoque de imagen la
superficie de ubre posee varias limitaciones. Por tales razones se sugiere utilizar como objetivo
de toma de imagen una superficie la cual no sea susceptible a factores que puedan alterar su
temperatura y que a la misma vez permita obtener informacion termografica de los cuatro cuartos
individuales simultdneamente.

2.13 Temperatura de la leche como evaluador de estado de salud de la glandula mamaria

Segun West y colaboradores (2003) la temperatura de la leche es un excelente indicador
de la temperatura corporal, debido al alto grado de vascularidad que glandula mamaria posee.
Bitman y colaboradores (1984), usando termistores introducidos en la ubre y en la cavidad
peritoneal de vacas lactantes demostraron que existe una alta correlacion (r = 0.98 a 0.99) entre la
temperatura de la ubre y la temperatura corporal (38.88 = 1.25 y 38.81 = 1.27°C,
respectivamente). Igono y colaboradores (1987), reportaron una correlacion de 0.89 entre la
temperatura de la leche y la temperatura rectal. Sin embargo, West et al. (2003) reportaron que

los factores climaticos que afectan la temperatura de la leche son la temperatura ambiental
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minima y el promedio de la temperatura ambiente durante el ordefio de la mafiana y la tarde,
respectivamente.

Existen factores ambientales y fisiologicos que pudieren alterar la temperatura de la leche
(McArthur et al., 1992; West et al., 1999, 2003; Suthar et al., 2011). Suthar y colaboradores
(2011) describen que uno de los factores fisiologicos asociados con alteraciones en la temperatura
de los animales es el estado reproductivo (i.g., estro/celo). Estos autores determinaron que la
temperatura vaginal durante el estro aumenta hasta 39.00°C. Sin embargo, McArthur vy
colaboradores (1992), reportan que la temperatura de la leche no se ve afectada por el estado
reproductivo del animal. Otro factor fisiolégico que pudiera alterar la temperatura de la leche son
las infecciones. Las infecciones no relacionadas a mastitis pueden generar una respuesta
inflamatoria del tipo sistémico, causando varias injurias clinicas severas como aumento de
temperatura (fiebre), aumento del ritmo cardiaco y aumento en la tasa respiratoria (Nystrom,
1998). Por otra parte cuando la infeccion llega al torrente sanguineo (septicemia), hay una
sobreproducciéon del factor c5a (Hezmee et al., 2012). Como consecuencia en el torrente
sanguineo, una segunda reacciéon inflamatoria es producida, debido a la produccion de
citoquininas. Al existir un exceso de factor c5a la funcion bactericida de los neutrofilos es
deficiente (Guo y Ward, 2005) y las altas concentraciones de PGE, podrian causar el desarrollo
de fiebre (Stevens et al., 2012). Por lo mencionado anteriormente la respuesta inflamatoria
sistémica y la septicemia, generan un aumento en la temperatura corporal que pudiera afectar la
temperatura de la leche. Lo mencionado anteriormente fue confirmado por Wenz y colaboradores
(2011) donde determinaron que la temperatura rectal de los animales que presentaron infecciones
sistémicas (n=177) fue de 39.20 + 0.73°C mientras que la temperatura de animales saludables

(n=197) fue de 38.7 £ 0.03°C. Sin embargo, infecciones locales como la mastitis han sido
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reportadas en alterar la temperatura de la ubre desde el desarrollo inicial de la infeccion y por
ende pudiera alterar la temperatura de la leche, ya que este tipo de infeccidn afecta directamente
el sistema vascular de la glandula mamaria. En investigaciones usando la TIR para detectar
mastitis Colak y colaboradores (2008) observaron que cuando el animal presentd un resultado
negativo para CMT la temperatura de la ubre fue de 33.19°C. Sin embargo, cuando presentd un
resultado de 3 en la prueba de CMT, la temperatura de la ubre fue de 36.15°C. Polat y
colaboradores (2010), determinaron que al aumentar el RCS en la leche ocurre un aumento en la
temperatura de la ubre, por ejemplo cuando se compararon un RCS de 65 x 10° vs 3,653 x 10°
cél.ml ™, la temperatura de ubre fue de 33.23 + 0.09 vs 36.27 + 0.07°C, respectivamente. Como se
menciond anteriormente los factores climaticos, ambientales y/o fisioldgicos pueden afectar la
temperatura corporal del animal y, por ende, la temperatura de la leche. Sin embargo, la mastitis
al afectar directamente al tejido mamario, genera un aumento en la temperatura de la superficie
de la ubre y por ende la temperatura de la leche podria presentar también un aumento.

Por las razones expuestas anteriormente, el perfil térmico de la leche puede ser un buen
indicador del estado de salud de la glandula mamaria. Las IT de muestras de leche antes del
proceso de ordefio podrian ser usadas para estimar el RCS. Ademas, IT de componentes de la
unidad de ordefio que tengan contacto directo con la leche incluyendo tubos cortos de leche,
colector de leche y/o manga de leche, podrian usarse para determinar la temperatura de la leche.
Sin embargo hay que tomar en cuenta que existen posibles factores que pueden influenciar la
temperatura de estos. Estos factores pueden ser, el vacio que produce el equipo de ordefio, el flujo
de leche a través del tubo corto. Fordham et al. (1987) el lugar donde existe menos variaciones en
la medicion de temperatura es en los tubos cortos y en el colector de la maquina de ordefio.

Ademas reportd que existe una mayor diferencia en la temperatura de la leche cuando el flujo de

43



ordefio tuvo un promedio < 1.37 kg.min™ y/o el rendimiento de leche promedio era < 7.82
kg.ordefio™. Tomando en cuenta estos factores, se podria usar la temperatura de la leche como
indicador de mastitis. En adicion, usar la TIR para determinar la temperatura de la leche, y
utilizarla (TIR) como una herramienta de diagnostico més répida a nivel de campo y asi poder
estimar el estado de salud de la glandula mamaria relativo a otras pruebas a nivel de campo

incluyendo CMT, CE y DCC.
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3 TERMOGRAFIA INFRARROJA PARA LA DETECCION DE MASTITIS
EN MUESTRAS DE LECHE

3.1 Introduccion

La mastitis se define como la inflamacion de la glandula mamaria en respuesta a:
infecciones causadas por patdgenos (comunmente de origen bacteriano) o a inflamaciones
generadas por traumas/irritacion (Bradley, 2002; Zhao y Lacasse, 2008). La mastitis sub-clinica
es la que genera mas pérdidas debido a que es dificil de detectar, disminuye la produccion de
leche y aumenta los costos de la producciéon (Ott, 1999). La mastitis sub-clinica no muestra
sintomas asociados al proceso de infeccion. Sin embargo, si hay cambios composicionales de la
leche (e.g., aumento de células inmunes, pH y conductividad), afectando la calidad de la leche
(Plastridge, 1958; Harmon, 1994). Actualmente el consumidor y el procesador desean una leche
de calidad para de esta manera obtener productos seguros y tener una produccion estandar de
derivados lacteos (Dong et al., 2012). Para obtener una leche de calidad existen algunos factores
que se deben tener en cuenta, entre estos el residuo de antibioticos mastiticos y un elevado
recuento de células somaticas (RCS) en la leche. Por tal razon, se ha establecido que el limite
maximo de RCS en la leche del tanque que puede tener un productor en Puerto Rico es de 750 x
10° cél.ml™ de leche (U.S. Department of Health and Drug Administracién, 2011). Por lo
mencionado anteriormente se debe establecer un plan para la prevencion y control de mastitis.
Para esto se han desarrollado técnicas o pruebas a nivel de campo para evaluar el estado de salud
de la glandula mamaria tales como: la prueba de mastitis californiana (CMT, por sus siglas en
inglés), el DeLaval (DCC, por sus siglas en inglés), C-reader, el estimador portable de células
somaticas (PORScc) y la conductividad eléctrica (CE). Sin embargo, se ha observado que estas
técnicas son subjetivas, presentan altos costos, tienen baja sensitividad y variabilidad,

respectivamente (Viguier et al., 2009). Debido a los problemas que se han encontrado en estas
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técnicas de deteccion de mastitis a nivel de campo, se estdn desarrollando nuevas pruebas que
sean capaces de detectar problemas de mastitis sub-clinica en etapas tempranas y de esta manera
mejorar la salud del hato y la calidad de la leche. Una alternativa para la deteccion temprana de
mastitis es el uso de termografia infrarroja (TIR) (Berry et al., 2003; Colak et al., 2008; Polat et
al., 2010). La TIR es una técnica moderna, no invasiva y segura que permite obtener la
estimacion del perfil térmico. Debido al proceso de inflamacion durante el desarrollo de mastitis,
la TIR se podria utilizar para detectar cambios en temperatura de la leche durante el proceso
inicial del establecimiento de mastitis. Varios investigadores (Colak et al., 2008; Hovinen et al.,
2008; Polat et al., 2010; Curbelo-Rodriguez, 2011) han usado la TIR para detectar mastitis
utilizando como objetivo de imagen de la superficie de la ubre. Sin embargo, este método
presenta varios problemas asociados con factores climaticos y de manejo, por lo cual se
recomienda utilizar otro objetivo para tomar las imagenes termograficas (IT) para detectar
mastitis (Colak et al., 2008; Polat et al., 2010). La mastitis al ser una inflamacién a nivel glandula
mamaria, esta provoca un aumento en temperatura en esa area. La temperatura de la leche
también podria aumentar y esta se podria utilizar para detectar dichos cambios en temperatura a
causa de la inflamacién producida por la infeccion. De esta manera, el perfil térmico de muestras
de leche se podria utilizar como objetivo para tomar la IT y evaluar los parametros predictivos

para detectar mastitis, relativo a otras técnicas como CMT, DCC y CE.
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3.2 Objetivos

Validar el uso de termografia infrarroja en muestras de leche como predictores de

temperatura a nivel de campo.

Evaluar parametros predictivos de diagnostico de la termografia infrarroja en muestras de

leche como herramienta de deteccion de mastitis.

Determinar un posible modelo predictivo para determinar el contenido de ceélulas
somaticas a partir de la temperatura de muestras de leche, tomando en cuenta otros
factores (climaticos, bacteriologicos, entre otros) que pudieran alterar la temperatura de la

leche.
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3.3 Materiales y Métodos
3.3.1 Descripcion del lugar

La investigacion fue conducida en un hato lechero comercial de Puerto Rico ubicado en
Lajas (Latitud: 18° 0155 N, Longitud 67° 04"18” O, con una elevacion de 26 metros sobre el
nivel del mar). Las condiciones climéticas del &rea durante el periodo de estudio fueron:
temperatura ambiental 25.76°C, HR 71.01%, velocidad del viento 0.3 m/s.
3.3.2 Categorizacion de cuartos individuales

Se utilizaron 142 cuartos mamarios categorizados en 3 grupos de acuerdo al RCS. Bajo <
200 x 10° cél.mI™, intermedio > 200 x 10°a < 750 x 10° cél.ml™ y alto > 750 x 10° cél.mI™ en
leche. Previo al dia de prueba, se realizd una pre-categorizacion de los cuartos mamarios
estimando el RCS utilizando los valores de CE por animal del ordefio anterior, ofrecidos por el
equipo de ordefio de la vaqueria asociada al estudio (Afimilk Ltd., Kibbutz Afikim, Israel). Segun
los valores de CE, se pre-seleccionaron los animales a muestrear durante el dia de prueba.
3.3.3 Parametros climatoldgicos evaluados

48 horas antes y durante los dias de pruebas se evaluaron los pardmetros climatolégicos
que influencian la temperatura de las IT como son: temperatura ambiental y humedad relativa en
la sala de ordefio y de espera. Las variables se determinaron con un U23-01 HOBO
TEMPERATURA/HR Logger (Onset®; Massachusetts, USA); (Anejo 1A) en intervalos de 10
minutos. La velocidad del viento se midié con un anemometro (Thermo Fisher Scientific Inc.;
Massachusetts, USA); (Anejo 1B) en intervalos de 10 minutos, solo durante el dia de prueba.

Previo a la toma de IT, cada dia de prueba se registraron los valores de temperatura
ambiental y humedad actual de la sala de ordefio con un anemémetro para calibrar la camara

termografica a las condiciones ambientales del dia de prueba. Para determinar la temperatura
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reflejada (reflectividad) de la sala de ordefio, se utiliz6 un pedazo de papel de aluminio arrugado,
debido a que este material refleja hasta un 98% de la energia infrarroja del ambiente. Este se
coloco en el mismo lugar donde se realiz6 la toma de IT. Se ajusto el parametro de emisividad de
la cdmara termogréfica a 1 para contabilizar la reflectividad correspondiente al papel de aluminio
con la cAmara termogréfica. Posteriormente, se procedio a registrar la temperatura promedio del
papel de aluminio con la cdmara termografica (Anejo 2A) y esta se utiliz6 como la temperatura
reflejada del &rea de la sala de ordefio.

Para calcular la emisividad de las muestras de leche, se midi6 la temperatura de la leche
utilizando una paleta de CMT modificada (Anejo 3B). Esta estaba equipada con una sonda termal
HYP2-21-1//2-T-G-48-OSTW-M (OMEGA Engineering Inc.; Connecticut, USA) conectada al
termometro de 4 canales HH147U almacenador de datos (OMEGA Engineering Inc.;
Connecticut, USA); (Anejo 1D). El valor de la temperatura de la leche, se utilizé como referencia
para ajustar el valor de emisividad de la camara (Anejo 2B).

3.3.4 Evaluacién de sintomas o signos de mastitis

Previo a la coleccion de muestras de leche, cada cuarto mamario de los animales
seleccionados fue evaluado visualmente durante la preparaciéon de la ubre para determinar casos
clinicos de la mastitis. Para esto, cada cuarto se observd y se palp6 para evaluar temperatura,
firmeza o enrojecimiento. Posteriormente, se colocd solucidon desinfectante (Whisperry V.
Ecolab) previo a sacar la primera porcion de leche (4-5 chorros) en un recipiente con un embudo
de fondo negro y se observa signos de dolor y/o presencia de coagulos grumos o aspecto anormal
de la leche. Posteriormente se procedio a limpiar los pezones con una toalla de tela individual por

vaca.
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3.3.5 Toma de muestras asépticas de leche

Una vez evaluados los signos o sintomas de mastitis, se procedié a tomar una muestra
aséptica de leche (10 ml) de los cuartos experimentales seleccionados (antes de ordefiar) (Anejo
6A), siguiendo las recomendaciones del “Microbiological Procedures for the Diagnosis of
Bovine Udder Infection and Determination of Milk Quality” (2004). En resumen, los pezones de
los cuartos mamarios seleccionados se desinfectaron con un papel toalla empapado en alcohol
etilico al 70% utilizando guantes de nitrilo (Thermo Fisher Scientific Inc.; Massachusett, USA).
Luego se removio la tapa del tubo estéril falcon de 15 ml (Thermo Fisher Scientific Inc.;
Massachusett, USA) y se colect6 la muestra de leche usando dos dedos para evitar contaminacion
de la muestra. La muestra fue debidamente identificada con: a) numero de la vaca, b) cuarto
mamario y c) fecha de toma de muestra. Finalmente cada muestra de leche fue almacenada en
hielo y se mantuvo la muestra aproximadamente a 4°C durante un periodo no mayor a 48 horas
(Anejo 6B). Las muestras fueron enviadas al laboratorio de calidad de leche privado (Capaez,
Hatillo, Puerto Rico) para obtener identificacién y nimero de unidades formadoras de colonias
(UFC) de patogenos.
3.3.6 Toma de imagenes termogréaficas de muestras de leche

Una vez limpios los pezones, se realizd la toma de muestras de leche de cada cuarto
mamario durante el proceso de preparacion de la ubre. Se procedi6 a colectar la muestra de leche
de cada uno de los cuartos en la paleta de CMT modificada. Inmediatamente se procedi6 a tomar
una IT a las muestras de leche con la cadmara FLIR modelo e-50 (FLIR Systems, Inc.; Oregon,
USA) (Anejo 3A), a una distancia de 0.6 metros del objetivo (paleta CMT modificada).

Simultdneamente se registrd la temperatura de las muestras de leche con la paleta de CMT
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modificada (Anejo 3C). A la vez, se colocd la unidad de ordefio, dentro de un periodo no mayor a
2 minutos desde que se inici6 la preparacion de la ubre.
3.3.7 Prueba de mastitis californiana de muestras de leche

Inmediatamente luego de tomar la IT de las muestras se tomo6 una sub-muestra (5 mL de
leche/copa) con una pipeta semi-automatica de 5 mL (KrackelerScientific, Inc; Albany, USA).
Posteriormente se coloco la sub-muestra en una paleta de CMT normal para realizar la prueba de
CMT (Anejo 4) y finalmente se registro los resultados.

3.3.8 Determinacion del recuento de células somaticas en cuartos individuales

Con la leche restante de la paleta de CMT modificada se determiné el RCS exacto por
cuarto mamario. Se colectd una sub-muestra de 1 uL de leche con el casete, el cual se introdujo
en la leche de cada copa de la paleta de CMT (1 casete/copa), para realizar la prueba de DCC y
determinar el RCS exacto con el equipo DeLaval Cell Counter (DeLaval, DeLaval International
USA, Tumba, Sweden) (Anejo 5). Una vez determinado el RCS exacto (< 2 min), cada cuarto se
categoriz0 apriori en su grupo experimental. Para lograr esto el personal que estuvo realizando la
prueba de DCC, anélisis termogréafico de muestras de leche y CMT fueron diferentes. Esta
técnica es conocida como de enmascaramiento de ciego simple. De esta manera se asegura que
los resultados de cada una de las pruebas no sean influenciados por conocimiento previo de los
resultados.

Una vez que se terminaron de colectar los cuartos saludables < 200 x10° cél.ml™ por
cuestiones de manejo algunos pasos de la metodologia variaron. Hasta la deteccion de sintomas
de mastitis los pasos fueron los mismos a los mencionados anteriormente. Sin embargo, luego se
realizd primero una prueba de CMT para estimar cuales era los cuartos mamarios que

presentaban RCS > 200 x 10° cél.mI™. Posteriormente se confirmé la cantidad exacta de RCS con
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el equipo de DCC, una vez que se sabia especificamente el RCS por cuarto mamario, se
seleccionaron solo los necesarios. De los cuartos seleccionados se tomo las muestras asépticas y
las IT.
3.3.9 Toma de temperatura rectal

Una vez finalizado el proceso de ordefio, se aplico un sellador (Ster-Bac, Ecolab) y se
desinfectaron las unidades de ordefio con agua con yodo. Se tomo la temperatura rectal de las
vacas con un termémetro digital GLA Agricultural Electronics modelo 525-550 (con una sonda
de acero inoxidable de 11.43 cm de largo) (Anejo 1C).

Cabe recalcar que para la toma de datos se realizé durante la rutina normal de ordefio y
solo se utiliz6 una vaca a la vez.
3.3.10 Parametros predictivos de diagndstico de imagenes termogréaficas

Para las variables de termografia infrarroja y para la temperatura de muestras de leche, se
defini6 como un cuarto con mastitis a los valores promedios de temperatura de los cuartos
mamarios con > 200 x10%cél.mlI™ (presencia de mastitis), se defini6 como un cuarto libre de
mastitis a los valores promedios de temperatura de los cuartos con RCS < 200 x 10%cél.ml™
(Dohoo y Leslie, 1991). Los pardmetros de diagndstico predictivo para las variables de
termografia infrarroja y para la temperatura de muestras de leche se definen a continuacion.
Sensibilidad es la proporcién entre los cuartos mamarios que presentaron una temperatura mayor
a la del punto de corte y los cuartos que presentaron valores > 200 x 10%cél.ml™; es decir la
habilidad para detectar casos de mastitis. La especificidad es la proporcion entre las muestras que
tuvieron una temperatura menor a la del punto de corte y los cuartos que presentaron RCS < 200
x 10%cél.mI™; es decir habilidad para no clasificar cuartos saludables como mastiticos. El valor

predicho positivo se definio calculando la probabilidad entre los cuartos mamarios con presencia
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de mastitis y los cuartos mamarios que tuvieron una temperatura de muestras de leche mayor a
las del punto de corte. El valor predicho negativo es la probabilidad entre los cuartos mamarios
libres de mastitis y los cuartos mamarios que presentaron una temperatura de muestras de leche
menor a las de punto de corte. En adicion se calculd los pardametros de diagnostico predictivo
para la prueba de CMT realizada a las muestras de leche, utilizando como punto de corte un
valor > 0 en los resultados de CMT (> 200 x10° cél.mI™) para los cuartos mamarios con presencia
de mastitis.

3.3.11 Andlisis estadistico

Las IT fueron extraidas de la camara infrarroja para analizarlas en “software” “FLIR
Tools version 4.1.1”. Cada IT de las muestra de leche en la paleta de CMT se analiz6 de la misma
manera y en la misma posicion con un circulo de 30 milimetros (mm) de diametro para cada copa
de la paleta de CMT (Anejo 9).

Se determind el tiempo (segundos) transcurrido y la temperatura (°C) que se perdio
durante la coleccion de cada una de las muestras de leche, en la paleta de CMT modificada. De
manera que, se colectaron 13 muestras de leche con la paleta de CMT modificada, utilizando la
misma metodologia descrita anteriormente. Con el “software” “Temp Monitor S2 OMEGA”
(Engineering Inc.; Connecticut, USA) se obtuvo a tiempo real la temperatura muestras de leche,
mientras estas eran colectadas. Una vez extraidos todos los datos se procedid a realizar un
promedio de la pérdida de temperatura y de tiempo transcurrido para cada cuarto mamario. Para
establecer el promedio del tiempo transcurrido en la toma de muestra de leche, de cada cuarto
mamario, se utilizo el valor de cambio en temperatura de la leche. Por lo que, se conté cuantos
segundos hubieron desde que se presentd un aumento en temperatura de la leche hasta que, esta

Ilegd al valor mas alto. Para determinar la pérdida de temperatura de las muestras de leche, de
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cada cuarto mamario, se tomd el valor més alto (temperatura de la leche), se rest6 el menor valor
(temperatura de la leche) y se dividio para el tiempo (segundos) que habia entre las temperaturas.
Una vez determinados el tiempo transcurrido y la temperatura perdida por cuarto mamario, se
procedid a ajustar los valores de las temperaturas en funcion del tiempo perdido. Este ajuste se
realizo tanto para la temperatura de las muestras de leche como para termografia infrarroja de las
muestras de leche.

Posteriormente se realizé una limpieza de datos para los datos de temperatura de la leche
y la termografia infrarroja de las muestras de leche debido a que se presentaron valores extremos
i.e., mientras que la termografia presentaba un aumento, la temperatura real disminuia. Para
eliminar dichos valores extremos se procedio a realizar un analisis de regresién simple entre los
valores de temperatura de las muestras de leche con la termografia de las muestras de leche,
utilizando bandas de prediccion con un intervalo de confianza 0.90 (Di Rienzo et al., 2014).
Luego se procedio a eliminar los valores que estaban fuera de las bandas de prediccion. Una vez
realizada la limpieza quedaron datos de 127 cuartos mamarios.

Las variables analizadas fueron clasificadas en: parametros asociados con el grado de
mastitis (CMT, RCS, UFC); parametros de desempefio animal [temperatura rectal, produccion de
leche (kg/ordefio), dias en leche (DEL)]; variables de temperatura de muestras de leche
[termografia infrarroja promedio de las muestras de leche (TIRM), temperatura real de las
muestras de leche (TrealM) y termografia infrarroja maxima de las muestras de leche
(TIRMxM)]. Las variables de RCS y UFC fueron transformadas para asi tener datos normales,
estas variables fueron transformadas a: recuento lineal de células sométicas (RLCS) usando las
funcion logaritmo base 2, utilizada por el DHIP [RLCS = Log, (RCS.100, 000%) + 3] y logaritmo

natural de unidades formadoras de colonias (LnUFC) [LnUFC = Ln(UFC)], respectivamente.
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Los promedios de cada una de las variables fueron analizados con un modelo lineal
general mixto (GLIMMIX) y comparado entre los grupos de categorizacion segin RCS bajo,
intermedio y alto; cuartos mamarios [delantero derecho (A), delantero izquierdo (B), trasero
derecho (C), trasero izquierdo (D)] y patégenos, para de esta manera determinar si habia
diferencias en las variables dependiendo del grupo de categorizacion (RCS), cuartos mamarios y
patogenos. Ademéas se evalu6 la normalidad y varianzas homogéneas usando proc
GLIMMIX/student panel (SAS 9.3, 2010).

Para el anélisis de las variables por patdgenos se utilizaron 94 cuartos mamarios sin
realizar limpieza de datos debido a la limitacion de los mismos. Se determind la prevalencia de
los patdgenos utilizando proc FREQ (SAS 9.3, 2010), para evaluar la distribucion porcentual de
casos de mastitis con sus respectivos patdgenos. Para los promedios de las variables analizadas
(LnUFC, RLCS, temperatura real y termografia infrarroja de las muestras de leches), se
realizaron correlaciones.

El modelo estadistico fue el siguiente:

Yij=p + it Bj+ ¥+ &ijk
En donde los componentes del modelo son:

Yij= Variable dependiente analizada (evaluadora mastitis, temperatura, desempefio animal)
K = Media general estimada

a; = Efecto del RCS, i

B; = Efecto del cuarto mamario, j

¥k = Efecto del patdégeno mastitico, k

&ijk = Error experimenta de los efectos fijos, ijk
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En el caso de que las variables mostraran varianzas significativas para el RCS, cuarto
mamario o patdgeno se realiz6 una comparacion de medias con la opcion LS-MEANS PDIFF/
adjust Tukey (alpha=0.05) con un valor de significancia < 0.05 (SAS 9.3, 2010).

Se realiz6 correlaciones entre las variables analizadas y los datos climaticos (temperatura
ambiental, HR ), usando proc CORR (SAS 9.3, 2010), para evaluar la relacion entre cada una de
las variables. Se utilizd en funcién del coeficiente de correlacion lineal de Pearson (r).
Posteriormente se llevé a cabo una seleccion de variables para determinar la influencia de cada
una de estas sobre el RLCS de muestras de leche para el andlisis de regresion, utilizando el
método R- cuadrado, proc REG /selection=rsquare (SAS 9.3, 2010). EI modelo final se analizé
con un proc REG para generar una ecuacion de prediccion del RLCS en funcion de la TIRM y

TrealM.
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3.4 Resultados y discusion
3.4.1 Variables de temperatura en muestras de leche

En lo que respecta a variables de temperatura estas fueron clasificadas en TIRM,
TIRMxM y TrealM. Estas variables no presentaron diferencias significativas (P > 0.05) segun las
categorias de RCS en la leche (Tabla 1). Sin embargo, los promedios * error estandar de las
variables analizadas para RCS-alto fue TIRM 34.66 + 0.51°C, TIRMxM 35.26 + 0.14°C y
TrealM 34.82 + 0.14°C (Tabla 1). Polat y colaboradores (2010) reportaron un incremento en la
temperatura de la superficie de la ubre utilizando TIR, de 33.23 a 36.27°C a medida que
incrementaba el RCS desde 65 x 10° cel.ml™ a 3,653 x 10° cel.ml™ en leche. En otra
investigacion, Colak y colaboradores (2008) determinaron que la temperatura de las superficie de
la ubre increment6 de 33.19 a 36.15°C segln incrementaron los valores de CMT de 0 a 3.

Se ha reportado que a medida que aumenta el RCS, el grado de infeccion de la glandula
mamaria va a ser mayor (Dohoo y Meek, 1982; Reneau, 1986; Harmon, 1994), lo cual esta
asociado con una respuesta inflamatoria controlada por el sistema inmune adquirido e innato para
poder erradicar la misma (Oviedo-Boyso et al., 2007). Como parte de la respuesta inflamatoria
ocurre vasodilatacion la cual facilita los eventos inflamatorios (disminucion de la velocidad de
paso de flujo sanguineo, incrementa la permeabilidad vascular y aumento de temperatura del area
afectada) (Montero Gonzélez et al., 2001; Garcia Barreno, 2008). Esta respuesta tiene como
objetivo movilizar la mayor cantidad de componentes inmunes al area de insulto para que se
pueda controlar la infeccion (Newman, 2013).

Por consiguiente, al existir un aumento en el RCS la respuesta inflamatoria seria mayor y
por lo tanto se esperaria observar un aumento en temperatura de las muestras de leche a medida

que aumenta el grado de infeccion. Sin embargo, este aumento no fue significativo entre los
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diferentes grupos de clasificacion segin el RCS, debido a que existen otros factores (e.g.,
climéticos o de desempefio animal) que producen una variacion en la temperatura de las muestras
de leche, superior al cambio en temperatura asociado con el proceso inflamatorio (Tabla 3).

Tabla 1. Promedios * error estandar de las variables de temperatura en muestras de leche
segun el recuento de células somaticas.

Categorizacion segtin el RCS (células.ml™) - 10°

Variables °C Bajo Intermedio Alto Valor - P
<200 (n=67) 200 a <750 (n=18)  >750 (n=42)

TIRM® 3443 £0.12 34.53+£0.23 34.66 £0.51 0.51

TIRMxM*> 35.11£0.12 35.22 £0.23 35.26 £0.14 0.70

TrealM* 34.67 £0.11 34.90£0.21 34.82+0.14 0.51

€ Termografia infrarroja promedio de las muestras de leche.
¥ Termografia infrarroja maxima de las muestras de leche.
o Temperatura real de las muestras de leche.

3.4.2 Variables de temperatura como herramienta para diagnosticar casos de mastitis

Se determinaron los pardmetros de diagnostico predictivo de variables de temperatura
(TIRM, TIRMxM, TrealM). Las mismas tuvieron una habilidad para detectar cuartos con mastitis
(sensibilidad) con valores entre 48 a 56.66% Yy valores entre un 46 a 52.22% para diagnosticar
animales saludables (especificidad). Las variables fueron capaces de detectar en cuartos con
mastitis una temperatura mayor a la del punto de corte en un 44.60 a 51% (valor predicho
positivo) y tuvieron la habilidad de que en cuartos saludables no se detecte una temperatura
mayor al punto de corte entre un 50 a 57% (valor predicho negativo) (Tabla 2). En adicién se
determiné la capacidad de diagnostico de la prueba de CMT, teniendo un valor de 83% para
sensibilidad, 96% para especificidad, 92% para valor predicho positivo y un 85% para valor

predicho negativo (Tabla 2).
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Tabla 2. Pardmetros predictivos de diagnostico de las variables de temperatura y prueba de
mastitis californiana

Variables Punto d% corte T Parédmetros predictivos de diagnoéstico (%)

200 x 10°cél.mI Sensibilidad  Especificidad VP +© VP-*
TIRM® > 34.50°C 56.66 52.22 51.00 57.00
TIRMxM* > 35.23°C 51.66 56.70 52.00 56.70
TrealM * > 34.78°C 48.00 46.00 44.60 50.00
CMT?® > 0.00* 83.00 96.00 92.00 85.00

“Valor predicho positivo.

“Valor predicho negativo.

€ Termografia infrarroja promedio de las muestras de leche.

¥ Termografia infrarroja maxima de las muestras de leche.

o Temperatura real de las muestras de leche.

o Prueba de mastitis californiana con sus siglas en ingles CMT.

£ Valor de la prueba de CMT correspondiente a un resultado >200 x 10° cél.ml™.

La determinacion de pardmetros de diagnostico predictivo de mastitis utilizando como
sintomatologia un aumento en la temperatura de la leche mediante TIR no se ha documentado
previamente. Sin embargo, Polat y colaboradores (2010), determinaron la sensibilidad,
especificidad valor predicho positivo y negativo de la TIR usando como objetivo de imagen la
superficie de la ubre, reportando valores de 95.6, 93.6, 95 y 93.6% respectivamente. Estos valores
fueron mas altos a los encontrados en la presente investigacion. Esto se debe a que Polat y
colaboradores (2010) trabajaron con animales previamente a-climatizados a una temperatura
ambiental controlada para evitar variaciones en la temperatura de la ubre por radiacion, velocidad
del viento, temperatura ambiental. En la presente investigacion los animales estuvieron bajo
condiciones normales de campo, generando otros factores (climéticos, actividad, descanso) que
pudieren causar una variacion en la temperatura de la leche (Tabla 3). Este escenario pudo estar
asociado con casos de falsos positivos, causando valores bajos para sensibilidad, especificidad,

valores predichos positivos y valores predichos negativos.
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Los pardmetros de diagndstico predictivo utilizando la prueba de CMT presentados en la
tabla 2 fueron comparados con los de la investigacion realizada por Polat y colaboradores (2010),
en donde se reportaron valores de sensibilidad de 88.9%, especificad de 98.9%, valor predicho
positivo de 99.2% y valor predicho negativo de 86.1%. Ademaés, en el (2013) Fosgate y
colaboradores determinaron una sensibilidad y especificidad de 94.7 y 77.7%, respectivamente,
para la prueba de CMT. Sin embargo, en otra investigacion Sargeant y colaboradores (2001)
determinaron los valores de sensitividad para detectar infecciones intramamarias y clasificarlas
por patdgenos mayores y menores utilizando la prueba de CMT, estableciendo valores de 66.7 y
49.5% respectivamente. Por lo tanto la prueba de CMT es una herramienta que presenta una
mayor confiabilidad para detectar casos de mastitis, comparado con el perfil térmico de la leche.
3.4.3 Correlaciones de las variables de temperatura

Las correlaciones entre TrealM con la TIRM y TIRMX, presentaron valores r = 0.58; (P <
0.001) y r = 0.62; (P < 0.001), respectivamente (Tabla 3). Aunque se esperaba correlaciones
mayores entre estas variables. Sin embargo, la TrealM presentd correlaciones con las variables de
temperatura ambiental r = -0.25 (P <0.0048) y humedad relativa r = 0.25 (P <0.0043) lo cual
pudo causar que estas actlen sobre la TrealM ocasionando una disminucién en las correlaciones
con TIRM y TIRMxM (Tabla 3). En adicion, West y colaboradores (2003) reportaron las
variables que afectan la temperatura de la leche en el ordefio de la mafiana y de la tarde siendo la
lectura de temperatura ambiental mas fria con un valor (r = 0.13) y la temperatura promedio del
ambiente con un valor (r = 0.34) respectivamente. Por otro lado, las variables TIRM y TIRMxM
no estuvieron asociadas (P > 0.05) con las variables climaticas (Tabla3). Esto pudo ser debido a
que la cdmara termogréafica ya presentd un ajuste de las variables climéaticas (humedad relativa y

temperatura ambiental), al momento que se configuré (FLIR, 2014). Sin embargo, la TIRM vy
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TIRMXM estuvieron correlacionadas (P<0.05) con las variables de actividad y descanso del
animal con coeficientes de correlacion entre (0.26 y 0.24) y (-0.24 y -0.26), respectivamente. Es
decir que a mayor actividad del animal, se incrementa la temperatura de las muestras de leche y si
el animal descansaba més las temperatura de la leche disminuia (Tabla 4). Lo mencionado
anteriormente coincide con lo reportado por Berry y colaboradores (2003) donde la temperatura
de la ubre incrementd 1°C cuando los animales fueron sometidos a un periodo de
actividad/ejercicio. Este aumento en temperatura se debe a las fluctuaciones del ritmo cardiaco
(Bitman et al., 1984) y por la alta vascularidad que presenta la glandula mamaria (West et al.,
1999). La temperatura de la leche puede variar segun la actividad del animal.

En adicion, las variables TIRM, TIRMxM y TrealM no presentaron correlaciones
significativas con el RLCS y CMT, presentando rangos de correlaciones entre (0.06 a 0.12), y
(0.13 a2 0.17), respectivamente (Tabla 3).

Tabla 3. Correlaciones simples entre las variables de temperaturas y otras variables
analizadas.

Variables de temperatura

Variables TIRM TrealM TIRMxM

r Valor - P r Valor - P r Valor - P
RLCS 0.09 0.3268 0.12 0.1824 0.06 0.5246
CMT 0.17 0.0536 0.14 0.1289 0.13 0.1408
TIRM 1.00 - 0.58 <.0001 0.95 <.0001
TrealM 0.58 <.0001 1.00 - 0.62 <.0001
TIRMxM 0.95 <.0001 0.62 <.0001 1.00 -
TRectal -0.03 0.7613 -0.11 0.2114 0.02 0.8628
Produccion -0.08 0.3885 0.02 0.8055 -0.06 0.5096
Actividad 0.26 0.0122 0.10 0.3532 0.24 0.0222
Descanso -0.24 0.0253 0.02 0.8828 -0.26 0.0144
Tambiental -0.12 0.1709 -0.25 0.0048 -0.09 0.2995
HR 0.09 0.3019 0.25 0.0043 0.07 0.4293
ITH -0.14 0.1285 -0.23 0.0079 -0.10 0.2471
RLCS = Recuento lineal de células somaticas Tambiental = Temperatura ambiental
CMT = Prueba de mastitis californiana HR = Humedad Relativa

TIRM = Termografia infrarroja promedio de las muestras de leche ~ ITH = indice de temperatura humedad
TrealM = Temperatura real de las muestras de leche

TIRMxM = Termografia infrarroja maxima de las muestras de leche

Produccion = Produccion de leche (kg.ordefio™)
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3.4.4 Parametros asociados con el grado de mastitis

Los parametros asociados con el grado de mastitis (RLCS, CMT y LnUFC) coinciden
segun el grupo de clasificacion de RCS y fueron significativamente diferentes (P < 0.05). Los
valores de RLCS segun la categorizacioén de RCS bajo, intermedio y alto, fueron de 1.10 £ 0.15,
480 + 0.32 y 7.16 = 0.20, respectivamente (Tabla 4). EI promedio de puntaje de la prueba de
CMT para el grupo bajo, intermedio y alto fueron 0.07 + 0.09 (0), 0.91+ 0.18 (1) y 2.18 + 0.12
(2), respectivamente. Estos valores de CMT en RCS fueron: negativo (0) = 0 a 200x10° cél.ml ™,
1 (trazas) = 200 x10% a 400 x10° cél.mI™ y 2 (1) = 400x 10%a 1,200 x 10° cél.ml™ (Tabla 4). La
prueba de CMT, permite estimar indirectamente el RCS. Polat y colaboradores (2010) reportaron,
que cuando el animal presentaba un RCS de 65 x 10° cél.ml™ el valor de la prueba de CMT era
negativo y cuando el RCS incrementaba a 3,653 x 10° cél.ml™ el valor de la prueba de CMT
incrementaba a 3, confirmando que el valor del CMT va a ser mayor a medida que incremente el
RCS. Esto se debe a que el detergente que usa el CMT degrada las membranas de células
somaticas exponiendo su ADN, posteriormente se uniran los acidos nucleicos formado un gel y
dependiendo de su viscosidad se estima el RCS (Schalm y Noorlander 1957; Viguier et al., 2009)

Los valores de LnUFC, para los grupos segin RCS bajo, intermedio y alto fueron: 0.98 +
0.55,4.08 + 1.01 y 4.31 + 0.68, respectivamente. El RCS-bajo fue significativamente diferente (P
< 0.05) a los otros grupos. Sin embargo, el RCS-intermedio y RCS-alto no fueron
significativamente diferentes entre si (Tabla 4). La razon por la cual no se encontré diferencias en
LnUFC entre los grupos intermedio y alto podria ser debido a que la mayoria de los animales con
RCS-alto, se encontraban bajo tratamiento de mastitis y esto pudo causar que la carga bacteriana
disminuyera. Aunque Paradis y colaboradores (2010), mencionan que las bacterias como S.

aureus y ECN son patogenos normales de la ubre o del canal del pezon, es dificil saber si en
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realidad las UFC son de origen de una infeccion intramamaria, lo cual pude causar de falsos
positivos al momento de dar un diagndstico.

En adicién Paradis et al., (2010) mencionaron que el uso de >1,000 UFC.mlI* (6.90
LnUFC.mI™) utilizado como punto de referencia para detectar una infeccién intramamaria en un
cultivo puro es muy bajo para ser considerado como un indicador confiable y viceversa. Sin
embargo, los valores en la presente investigacion para animales con mastitis fue de 4.08 — 4.31
LnUFC.mI™. Estos valores son bajos debido a que animales que presentaron valores de >200 x
10° cél.mlI™*, no presentaron crecimiento bacteriano.

Tabla 4. Evaluacién de los promedios + error estdndar de los parametros asociados con el
grado de mastitis segun el recuento de células somaticas.

Categorizacion segtin el RCS (cél.ml™) - 10°

Variables Bajo N Intermedio N Alto N Valor-P
<200 >200 a <750 >750

RLCS* 1.10+0.15° 67 4.80+0.32° 18 7.16 + 0.20° 42  <0.0001

CMT® 0.07+0.09° 67 0.91+0.18° 18 2.18+0.12° 42  <0.0001

LnUFC® 0.98 + 0.55° 41 4.08 +1.0° 13 4.31 +0.68° 27 0.0004

Diferentes letras son significativamente diferentes.

o Recuento lineal de células somaticas.

o Prueba de mastitis californiana con sus siglas en ingles CMT.

€ Transformacién Logaritmica de unidades formadoras de colonias.

3.4.5 Correlaciones de los pardmetros asociados al grado de mastitis

La correlacion entre RLCS y LnUFC present6 un valor de 0.39 (P = 0.0003) (Tabla 5), lo
que significa que a medida que aumentdé los RLCS el LnUFC también increment6. Lo
mencionado anteriormente se debe a que al existir una mayor infeccion, es decir un incremento
de la cantidad de bacterias (LnUFC), existird un aumento de células inmunes para erradicar la
infeccion intramamaria (Oviedo-Boyso et al., 2007).

La prueba de CMT obtuvo una correlacion positiva significativa con el RLCS, con un
coeficiente de correlacion 0.73 (P < 0.0001) (Tabla 5). Daniel y colaboradores (1966) reportaron
que la correlacion entre la prueba de CMT y conteo de leucocitos en muestras de leche fue de
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0.81, demostrando que la prueba de CMT es un indicador eficiente del grado mastitis. Los
resultados de las correlaciones entre RLCS y CMT se debe principalmente a que al existir un
mayor numero de bacterias en el cuarto mamario, la cantidad de células sométicas serd mayor
(Oviedo-Boyso et al., 2007).

El LnUFC (cantidad de bacterias) presentd una correlacion significativa con el RLCS (r =
0.39; P <0.003), CMT (r =0.33; P <0.0027) y tipo de patogeno (r = 0.53; P < 0.001); (Tabla 5).
En otra investigacion Oliveira y colaboradores (2013) presentaron una correlacion de 0.47 entre
UFC y RCS en muestras de leche de ovejas. Ademas, de Haas y colaboradores (2002), reportaron
que el RCS va a variar dependiendo del tipo de patdgeno que cause la infeccion, esta variacion en
RCS se debe al comportamiento de la bacteria la cual puede aumentar o disminuir las unidades
formadoras de colonias. Estos comportamientos fueron descritos por de Haas et al. (2004) donde
Escherichia coli estuvo significativamente asociado con pequefios aumentos de RCS, S. aureus
estuvo asociado con un gran incremento de RCS, mientras que Estreptococos no estuvo asociado
con un patron definido de comportamiento de RCS.

Tabla 5. Correlaciones simples entre los parametros asociados al grado de mastitis.
Parametros asociados al grado de mastitis

Variable RCS CMT LnUFC Patdgeno

r Valor-P r Valor-P r Valor-P r Valor-P
RLCS 0.83 <.0001 0.73 <.0001 0.39 0.0003 0.04 0.753
RCS 0.73 <.0001 0.35 0.0012 0.04 0.7305
CMT 0.33  0.0027 0.06 0.6116
LnUFC 0.53 <.0001

RLCS = Recuento lineal de células somaticas

RCS = Recuento de células somaticas

CMT = Prueba de mastitis californiana

LnUFC = Logaritmo natural de unidades formadoras de colonias
Patogenos =Patégeno mastitico

3.4.6 Parametros de desempefio animal
Los parametros de DEL, produccién de leche (Kg. ordefio™) y temperatura rectal (°C),

fueron clasificados como variables que influencian el desempefio animal. Los valores de DEL no
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fueron significativamente diferentes (P = 0.92) para cada grupo de clasificacion segin el RCS,
presentado valores de 116 £ 9, 108 £ 18 y 115 + 12 dias, para RCS-bajo, RCS-intermedio y RCS-
alto, respectivamente (Tabla 6). Al balancear los valores para cada grupo por DEL no se present6
un efecto en el nivel de produccidn a causa de este parametro. Varios autores (Schutz et al., 1990;
Lescourret y Coulon 1994) han demostrado el comportamiento de produccion de leche durante la
curva de lactacion. A partir de los 35 a 38 dias los animales empiezan a alcanzar su pico de
produccion y posteriormente disminuyen la produccion hasta llegar a los 305 dias. Ademas
Silvestre et al. (2009) analizaron resultados de 95,405 lactaciones y reportaron una produccion de
leche a los 48 + 8 dias de 27.6 kg y al final de la lactacion (344 + 4 dias) de 13.4 kg.

La produccion de leche de los animales que tenian valores de RCS-bajo (saludables),
RCS-intermedio y RCS-alto presentaron un promedio + error estandar de 10.07 + 0.35, 7.91 +
0.71 y 9.16 + 0.46 kg.ordefio™, respectivamente (P = 0.002). EI RCS-bajo presenté el mayor
nivel de produccion. Sin embargo, el grupo de RCS-alto no fue significativamente diferente de
los otros, pero el grupo RCS intermedio si presenté el nivel de produccién mas bajo con 7.91 kg
por ordefio (Tabla 6). Esto concuerda con los modelos de prediccion realizados por Jones y
colaboradores (1984) en los que reportaron que animales de primera y segunda lactacion con
menos de 200 x 10° cél.ml™ producen de 0.55 a 1.05 kg y 1.18 a 2.37 kg mas de leche/dia
respectivamente, cuando fueron comparados con animales de >200 x 10% cél.mI™. En la presente
investigacion, se observo que el grupo con RCS-alto present6 valores mas altos de produccién de
leche comparados con el grupo de RCS-intermedio. Estos resultados se deben a que la mayoria
de animales que se analizaron en el grupo RCS-alto ya se encontraban bajo un tratamiento para la
mastitis y que puedo haber ocasionado que el nivel de produccién se haya re-establecido. En

adicion, Hogeveen (2005) menciona que un riesgo para tener mastitis es el alto nivel de
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produccion por vaca, por lo que pudiera ser que en la presente investigacion el grupo de RCS-alto
eran animales altos productores y al ya estar bajo un tratamiento se estaba re-estableciendo su
alto nivel de produccion. Por otro lado, el nivel de produccion con el RLCS presentaron una
correlacion negativa (r = -0.23; P < 0.05) (Tabla 7); a medida que aumenta el RLCS la
produccion disminuye. Esto coincide con lo reportado por Hinrichs y colaboradores (2005)
quienes obtuvieron una correlacion r = -0.29 entre RCS y produccion de leche. En adicion, Hand
et al. (2012) reportaron que las pérdidas en produccion leche cuando increment6 el RCS en
animales que tenian valores promedio de 200 x 10° cél.mI™ fueron de 0.35 a 1.09 kg de leche por
dia y en animales con 2,000 x 10% cél.mI™ la pérdida de leche fue de 1.49 a 4.70 kg de leche al
dia. Ademas, en la presente investigacion el nivel de produccion de leche presenté una
correlacion negativa con indice de Temperatura Humedad (ITH) (r = - 0.24; P < 0.01). A medida
que el animal se encuentra en estrés por calor la sintesis de leche se ve reducida. Bohmanova y
colaboradores (2007) determinaron el efecto de ITH sobre la produccién de leche. Estos autores
identificaron que a un ITH > 65 la produccién de leche comenzaba a disminuir. En la presente
investigacion el ITH promedio durante los dias de toma de datos fue de 73. Bouraoui et al.
(2002) evaluaron el efecto de ITH sobre la produccion leche durante periodos de primavera (ITH
=68 £ 3.75) y verano (ITH = 78 £ 3.23) en clima mediterraneo; estos reportaron una correlacion
negativa entre ITH y produccion de leche (r =-0.76).

La temperatura rectal en los animales incluidos en el grupo RCS-alto fue de 38.49 + 0.06
°C, siendo diferente (P = 0.01) a las temperaturas rectales de los otros grupos con RCS-
intermedio (38.18 + 0.09°C) y RCS-bajo (38.29 £ 0.05°C). El aumento significativo en
temperatura rectal presentado por el grupo con RCS-alto, no es un efecto de un signo sistémico

de mastitis ya que el valor de 38.49°C se encuentra en la amplitud de valores normales de
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temperatura rectal del ganado bovino lechero. Sanchez (2008) reportdé que el promedio de la
temperatura rectal en vacas lecheras bajo condiciones climéticas similares a la de la presente
investigacion fue de 38.54°C. Por lo que, el aumento en temperatura rectal en la presente
investigacion puede ser atribuido a que los animales que presentaban un mayor RCS fueron
muestreados mas tarde que los animales saludables cuando la temperatura ambiental ya habia
aumentado, lo cual causo ese aumento en temperatura rectal (Anejo 11). Kabuga (1992) reportd
variaciones en temperatura rectal en vacas durante la mafiana y en la tarde 38.6 y 39°C,
respectivamente. Ademas reportd que las variables climéticas (temperatura ambiental y humedad
relativa) explican hasta un 59.6% de las variaciones en temperatura rectal. Estos datos
concuerdan con los encontrados en la presente investigacion, donde las variables de temperatura
ambiental y humedad relativa explican entre un 59 % y 55% de la variacion de los valores de
temperatura rectal. En adicion, la temperatura rectal obtuvo una correlacion negativa significativa
con los DEL r = -0.35 (P=0.0002), es decir que a medida que aumentan DEL, la temperatura
rectal disminuye (Tabla 7). Esta disminucion en temperatura podria explicarse ya que los
animales van reduciendo su metabolismo debido a un menor nivel de produccion de leche
(Silvestre et al., 2009). Por lo tanto hay menor produccion de calor por parte del animal (Kadzere
et al., 2002). En adicion, la temperatura rectal presentd una correlacion negativa con la actividad
fisicar = -0.21 (P = 0.047) y el descanso r = -26 (P = 0.01) que realizaba el animal durante los
dias de estudio (Tabla 7). Con lo que respecta a la actividad del animal, a medida que aumentaba
la temperatura rectal, el animal reducia su actividad, para de esta manera intentar reducir el
exceso de calor que podia presentar la temperatura ambiental presenté una correlacion negativa

con la actividad r =-0.22 (P = 0.03), es decir a mayor temperatura ambiental el animal reducia su
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actividad. Sin embargo, cuando el animal descansaba su temperatura rectal disminuia r = -0.26 (P
=0.016).

Tabla 6. Evaluacion de los promedios + error estdndar de los parametros de desempefio
dependiendo del recuento de células somaticas.

Categorizacion segtin el RCS (células.ml™) - 10°

Variables Bajo N Intermedio N Alto Valor-P
<200 >200 a <750 >750
DEL (dias)" 116 +9 62 108 + 18 16 115+ 12 36 0.92

Prod (kg)® 10.07°+035 62 7.91°+071 16 9.16®°+046 36 0.002
Trectal °C*  38.29°+0.05 64 38.18°+0.09 18 38.49°+0.06 41 0.01

Promedios con diferentes letras son significativamente diferentes.
o Dias en leche.

o Produccion de leche por ordefio

Y Temperatura rectal de los animales en °C

Tabla 7. Correlaciones simples entre los paradmetros de desempefio animal y otras variables
analizadas

Parametros de desempefio animal

Variable T rectal DEL Produccion Actvidad Descanso
r Valor-P r Valor-P r Valor-P r Valor-P r Valor-P
RLCS 0.15 0.10 -0.05 0.56 -0.23  0.013 -0.04  0.69 0.04 0.70
TIRM -0.03  0.76 0.03 0.78 -0.08 0.39 0.26 0.01 -0.24  0.02
TrealM -011  0.21 0.00 0.98 0.02 0.81 0.10 0.35 0.02 0.88
TIRMxM 0.02 0.86 -0.02 0.84 -0.06 0.51 0.24 0.02 -0.26  0.01
TRectal 1.00 - -0.35 0.0002 0.01 0.94 -0.21  0.047 -0.26  0.01
Produccion 0.01 0.94 0.23 0.015 1.00 - 0.01 0.91 -0.25  0.01
Actividad -0.21  0.04 0.09 0.38 0.01 0.91 1.00 - -0.24  0.02
Descanso -0.26 0.01 0.60 <.0001 -0.25 0.01 -0.24  0.02 1.00 -
Tambiental 0.59 <.0001 -0.19  0.039 -0.22 0.01 -0.22 0.03 -0.12  0.27
HR -0.55 <.0001 020 0.031 0.15 0.12 0.21 0.05 0.19 0.07
ITH 0.56 <.0001 -0.16 0.08 -0.24 0.01 -0.20 0.06 -0.09  0.39
RLCS = Recuento lineal de células somaticas Tambiental = Temperatura ambiental
TIRM = Termografia infrarroja promedio de las muestras de leche HR = Humedad Relativa
TrealM = Temperatura real de las muestras de leche ITH = Indice de temperatura humedad

TIRMxM = Termografia infrarroja maxima de las muestras de leche
Treactal = Temperatura rectal
Produccion = Produccion de leche (kg.ordefio™)

3.4.7 Efecto de patdgenos mastiticos

El andlisis de prevalencia de los patdgenos mastiticos de la vaqueria comercial en la que
se realizo el estudio, con 94 cuartos mamarios analizados, fue de: casos negativos (60.63%),
Estafilococos coagulasa negativo (ECN) (15.96%), Estafilococos aureus (S. aureus, por sus

siglas en inglés) (4.26%), Estreptococos (E.) ambientales (2.13%), Coliformes (2.13), Bacilo
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Gram positivo (2.13%), Pseudomonas (2.13%) y otros patégenos (2.13%) (Figura 1). Esta
distribucion muestra un comportamiento normal en la incidencia de patdgenos mastiticos en
donde > 60% son cuartos libres de mastitis y la mayor prevalencia de los casos de mastitis son
causado por S. aureus y ECN. Varios autores (Wilson et al., 1997; Barkema et al., 1998; Bradley,
2002) mencionan que entre 75 y 80% de los casos de mastitis son causado por; Coliformes, E.
ambientales; S. aureus, y ECN.

Figura 1. Prevalencia de patdgenos mastiticos en un hato lechero comercial de Puerto Rico.

® Otros ® Bacilo G+ i Contaminado & Negativo u Coliformes
i E. ambientales wPseudomona & S.aureus JECN

2.13% 2.13%

15.96% L[ g51%
426%_ 4l
2.13% .
2.13% -
2.13%

60.63%

Para cada patogeno se evalud el LnUFC, RLCS, TrealM, TIRM y TIRMxM. Para el LnUFC
entre cada patogeno fue diferente (P<0.0001), siendo Bacilo G+, Coliformes y ECN los que
presentaron mayores promedios + error estdndar 9.77+1.17, 7.65+1.17 y 7.55+0.43,
respectivamente. EI RLCS presentd diferencias (P = 0.0007), siendo Pseudomonas el que
presentd el mayor promedio * error estandar de RLCS (7.68+1.83) y E. ambientales, casos
negativos y contaminados fueron los que presentaron los menores promedios + error estandar de
RLCS 1.64+1.82, 2.83+0.34 y 2.60+0.91, respectivamente. Mientras que la TrealM, TIRM y

TIRMxM no fueron diferentes (P > 0.05) entre los patdgenos mastiticos (Taba 8).
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Tabla 8. Evaluacion de parametros evaluadores del grado de mastitis y variables de

temperatura segun el tipo de patdgeno.

Patdgeno n LnUFC* RLCS" TrealM® TIRM®  TIRMxM*
Bacilo G+ 2 9.77+1.17%°  7.14+1.83*" 34.81+0.80 35.76+0.82 36.26+0.79
ECN 15  7.55+0.43*  4.78+0.67° 35.06+0.29 34.76+0.30 35.24+0.29
Coliformes 2 7.65+1.17* 5.11+1.83*" 34.35+0.80 34.80+0.82  35.8+0.79

Contaminados 8  2.63+0.58"  2.60+0.91° 35.01+0.40 34.61+0.41 35.28+0.40
E.ambientales 2  5.64+1.17*"  1.64+1.82° 34.15+0.80 33.50+0.82 34.30+0.79
Negativo 57  0.00£0.00°  2.83+0.34° 34.50+0.15 34.26+0.15 34.89+0.15
Pseudomonas 2 6.47+1.17*°  7.68+1.83° 36.21+0.80 34.41+0.82 35.51+0.79
S. aureus 4  592+0.83*° 6.95+1.29°" 35.68+0.56 35.74+0.58 36.36+0.56
Otros 2 9.77+#1.17*  7.35+1.83% 34.89+0.80 35.14+0.82 35.94+0.74
Valor - P <0.0001 0.0007 0.205 0.1526 0.1391

Diferentes letras son significativamente diferentes.

€ Transformacion logaritmica de unidades formadoras de colonias.

£ Recuento lineal de células somaticas.
o Temperatura real de muestras de leche.

K Termografia infrarroja promedio de muestras de leche.
Y Termografia infrarroja maxima de muestras de leche.

Las correlaciones de los promedio agrupados por patdgenos, de RLCS con TIRMxM y
TIRM presentaron coeficientes de 0.92 (P=0.0076) y 0.88 (P=0.018) respectivamente (Tabla 9).
Es decir que a medida que aumenta el RLCS va a aumentar la TIR de las muestras de leche. Las
correlaciones entre RLCS y TIR al agruparlas por patdgenos vs con las que no se agruparon
fueron mayores (r = 0.88 vs r = 0.09). Este aumento puede deberse a que al utilizar los promedios
por patdgenos se reduce el efecto de variabilidad dentro de un mismo patdgeno y de esta manera
se puede ver el efecto especifico del patdgeno sobre la inflamacion (aumento en temperatura). De
Haas y colaboradores (2002, 2004), mencionaron el patron de comportamiento del grado de

infeccion va a depender del patdgeno y del tiempo de infeccién.
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Tabla 9. Correlaciones de los promedios de las variables analizadas para los patdgenos

mastiticos.

LnUFC® Treal * TIRMxM* TIRM®
RLCS* 0.62269 0.71141 0.83295 0.72407

0.0992 0.0478 0.0102 0.0423
LnUFC* 1.00 0.1354 0.51376 0.46349
- 0.7492 0.1928 0.2474
TrealM* 1.00 0.46572 0.36909
- 0.2448 0.3682
TIRMxM * 1.00 0.95442
- 0.0002

Nota: Los valores presentados son los coeficientes de correlacion de Pearson sobre sus respectivos niveles de
significancia.

£ Recuento lineal de células somaticas.

€ Transformacién logaritmica de unidades formadoras de colonias.
o Temperatura real de muestras de leche.

Y Termografia infrarroja maxima de muestras de leche.

o Termografia infrarroja promedio de muestras de leche

3.4.8 Modelo predictivo de recuento lineal de células sométicas

Se realizaron modelos de prediccion de RLCS utilizando como variables independientes
la TIRM, TIRMxM y TrealM como indicadores de mastitis junto con las variables climaticas
(temperatura ambiental, HR, ITH). Sin embargo, los modelos solo explicaban entre 1 — 7% de la
variacion de los RLCS. Esto se debe a lo mencionado anteriormente en donde otras variables
afectan a la TrealM (e.g., temperatura ambiental, humedad), la TIR (e.g., actividad y descanso del
animal) y al RLCS (factores climaticos y patdgenos) (Tabla 4, 5 y 9). Por lo que no se pudo

obtener una ecuacién de prediccion que explique mejor la variacion de los datos.
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3.5 Conclusiones y recomendaciones
Conclusiones:

e No se encontr6 un aumento significativo en la temperatura infrarroja y real de las
muestras de leche asociado al RCS.

e La termografia infrarroja explicd entre un 58 a 62 % de la variacion de los datos de
temperatura real de las muestras de leche.

e La temperatura de las muestras de leche fue afectada por las variables climaticas lo cual
redujo la capacidad de la termografia infrarroja para estimar RCS.

e Los pardmetros de diagndstico predictivo de mastitis, sensitividad, especificidad, valor
predicho positivo y valor predicho negativo de mastitis utilizando termografia infrarroja
fueron: 56.66%, 52.22%, 51.00% Yy 56.70%, respectivamente.

e Al agrupar los valores de TIRM y RLCS por patégeno se observé una correlacion de r =
0.72 (P=0.001)

e El andlisis predictivo para estimar el RCS a partir de la temperatura real e infrarroja de las
muestras de leche, explico solo 1 — 7% de la variacion de los datos, esto ya que no se
presentd ningun tipo de correlacion significativa entre el RCS y la temperatura real e
infrarroja de las muestras de leche.

e El nivel de produccién de leche del animal se ve afectado significativamente por el
aumento en RCS.

e Los animales al encontrarse bajo estrés por calor (ITH = 73) reducen el nivel de

produccion de leche.
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La temperatura rectal de los animales fue afectada por las condiciones climaticas,
encontrando correlaciones mayores a 0.50 con las variables de temperatura ambiental y
humedad relativa.

La actividad y el descanso que presenten los animales se ve influenciado por la

temperatura ambiental.

Recomendaciones:

Realizar un estudio en donde se evalien como las variables climaticas y variables de
desempefio animal afectan la temperatura de la leche.

Realizar el mismo experimento bajo condiciones controladas y en tiempo fijo de
temperatura, para excluir el efecto de temperatura ambiental sobre la temperatura de la
leche como evaluador de mastitis.

Incrementar e uniformizar el nimero de muestras para el analisis de patdgenos mastiticos

y compararlos entre contagiosos vs no contagiosos.
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4 USO DE TERMOGRAFI'A INFRARROJA EN COMPONENTES DE LA
UNIDAD DE ORDENO COMO HERRAMIENTA PARA LA DETECCION DE
MASTITIS

4.1 Introduccion

La mastitis es la enfermedad més comdn en los hatos lecheros mundialmente, generando
mayores perdidas econdmicas en la industria lechera (Hovinen et al., 2008). En Puerto Rico
segun el informe de la industria lechera para el afio fiscal 201-2011 las pérdidas econdémicas por
decomiso de leche a causa de problemas asociados con la mastitis fueron de $765,393.13.
Actualmente existen técnicas o pruebas a nivel de campo para evaluar el estado de salud de la
glandula mamaria como lo son la prueba de mastitis californiana (CMT, por sus siglas en inglés),
el contador celular de DeLaval (DCC, por sus siglas en inglés) estimador portable de células
somaticas (PORScc) y conductividad eléctrica (CE). Sin embargo, se ha observado que estas
técnicas son muy subjetivas, presentan altos costos, baja sensibilidad y sincronizacion de
equipos, respectivamente (Viguier et al., 2009). Debido a las limitaciones en estas técnicas para
detectar mastitis, nuevas herramientas que sean capaces de detectar mastitis sub-clinica de
manera subjetiva, practica y confiable son necesarias para reducir el impacto de la mastitis en

hatos lecheros.

Una alternativa para la deteccién de mastitis es el uso de termografia infrarroja (TIR)
(Berry et al., 2003; Colak et al., 2008; Polat et al., 2010). La TIR es una técnica moderna, no
invasiva y segura que permite obtener la visualizacion del perfil térmico de superficies biologicas
y no bioldgicas. Varios investigadores (Colak et al., 2008; Hovinen et al., 2008; Polat et al.,
2010; Curbelo-Rodriguez, 2011; Metzner et al., 2014) han utilizado la TIR para detectar mastitis
utilizando como objetivo la superficie de la ubre. Sin embargo, la implementacion de la TIR
utilizando como objetivo de imagen la piel de la glandula mamaria presenta varios problemas
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relacionados con factores ambientales (e.g., contaminacion de la ubre por agua y desechos
orgénicos) y manipulacion de los animales (e.g., a-climatizar los animales por 30 minutos antes
de tomar la imagen, tomar varias IT de la ubre) (Colak et al., 2008; Polat et al., 2010; Curbelo-
Rodriguez, 2011; Metzner et al., 2014). Por lo tanto, utilizar un mejor objetivo de imagen para
tomar la IT para detectar mastitis representaria una estrategia méas practica (Colak et al., 2008;

Polat et al., 2010; Curbelo-Rodriguez, 2011).

El perfil térmico de la leche podria utilizarse para detectar mastitis debido a que la
mastitis, al desarrollarse localmente a nivel de la glandula mamaria, podria ocasionar un aumento
en la temperatura de la leche, debido a la respuesta inflamatoria que se produce a causa de la
infeccion (Sordillo et al., 1997; Oviedo-Boyso et al., 2007). A consecuencia, se podria tomar
imagenes termogréaficas (IT) de componentes de la unidad de ordefio que tengan contacto directo
con la leche (i. e.; tubos cortos y colector de la maquina de ordefio) para evaluar la temperatura
de esta. Al utilizar los tubos cortos como objetivo de IT se obtendria la temperatura de los cuartos
mamarios individuales simultdneamente, lo que permitiria detectar especificamente que cuarto
estd infectado. Ademas, en el colector de leche se podria obtener la temperatura para estimar el
estado de salud de la glandula mamaria completa. Por lo tanto, las hipétesis es que con solo una
imagen se podria obtener las temperaturas tanto de los tubos cortos como la del colector de la

maquina de ordefio simultdneamente durante el proceso normal de ordefio.
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4.2 Objetivos

e Validar el uso de la termografia infrarroja en componentes de la unidad de ordefio para

evaluar el perfil térmico de la leche como indicador de mastitis a nivel de campo.

e Evaluar pardmetros predictivos de diagnostico de la termografia infrarroja en
componentes de la unidad de ordefio como herramienta de deteccion de mastitis sub-

clinica.

e Desarrollar un modelo predictivo para determinar el contenido de células sométicas a

partir de la temperatura infrarroja de componentes de la unidad de ordefio.
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4.3 Materiales y Métodos

La metodologia para la coleccion de datos se realizd paralelamente, es decir bajo las
mismas condiciones, procedimientos, animales y durante el mismo dia de prueba que en el
capitulo tres. A diferencia de la toma de IT de muestras de leche, en el presente capitulo se tomo
IT de componentes de la unidad de ordefio (i.e., tubos cortos y colector). Cabe mencionar que
solo se utilizd una unidad de ordefio; es decir mientras se analizaba solo una vaca a la vez, el
resto continuaba en el proceso normal de ordefio.

4.3.1 Toma de imagenes termograficas infrarrojas de componentes de la maquina de
ordefo

La unidad de ordefio utilizada para ordefiar las vacas fue modificada para fines del
estudio. En cada tubo corto se introdujo una sonda termal, HYP3-16-1-1/2-T-U-48-RP (OMEGA
Engineering Inc.; Connecticut, USA) conectada a un termometro 4 canales HH147U almacenador
de datos (OMEGA Engineering Inc.; Connecticut, USA). La sonda termal se inserté a manera de
que esta quede en la parte superior del tubo corto e inmediatamente abajo de la tetera de la unidad
de ordefio, para de esta manera registrar la temperatura de la leche inmediatamente esta pase al
tubo corto (Anejo 7). La temperatura de leche que pasaba a través de los tubos cortos se midio a
tiempo real durante el ordefio en intervalos de 1 segundo desde el comienzo de la remocién de
leche hasta que la unidad se retird6 automaticamente, con el “software” “Temp Monitor_S2
OMEGA”. Durante el ordefio, se usé la camara termografica FLIR modelo e-50, para colectar las
IT de los tubos cortos y colector de la unidad de ordefio. Las IT se tomaron a una distancia de 1.5
m de tal forma que los cuatro tubos cortos y el colector de la unidad de ordefio fueran capturados
simultaneamente (Anejo 8). Las IT se colectaban a partir de 1.5 minutos después de haber
iniciado el ordefio (estabilizacién de la temperatura) y luego se tomé imagenes cada 30 segundos

hasta que finalizara el mismo. Fue necesario esperar 1.5 minutos antes de la toma de IT de los
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tubos cortos, debido a que existe un gradiente de temperatura entre la leche (mayor temperatura)
y los tubos cortos de la méaquina de ordefio (menor temperatura). El tiempo de 1.5 min fue
establecido luego de haber realizado pruebas de validacion en donde se observo que a partir de
1.5min de iniciado el ordefio la TIR se estabilizaba. Una vez que la temperatura se estabilizé se
posiciond la camara infrarroja de tal manera que se encuentre en la misma direccion de la luz
(artificial) para obtener la radiacion verdadera que emiten los tubos cortos y no la reflejada. Las
IT que contiene los tubos cortos y el colector fueron automaticamente grabadas por la camara
termogréafica. Una vez finalizado el proceso de ordefio, se aplicé un sellador (Ster-Bac, Ecolab) y
se desinfecto la unidad de ordefio con agua con yodo.
4.3.2 Parametros predictivos de diagnostico

Para el analisis de los parametros predictivos de diagnésticos tales como: sensibilidad,
especificidad, valores predichos positivos y predichos negativos, se realiz6 al igual que con la
metodologia del capitulo dos, utilizando los valores de temperatura real de la leche a través de los
tubos cortos (TrealT), termografia infrarroja promedio de los tubos cortos (TIRT), termografia
infrarroja maxima de los tubos cortos (TIRMXT), termografia infrarroja promedio del colector
(TIRC), termografia infrarroja méaxima del colector (TIRMXC) y la prueba de mastitis
californiana CMT. Se clasific6 a los cuartos mamarios como saludables a los que presentaran <
200 x 10% cél.ml™ y como cuarto mastiticos a los que tuvieran > 200 x 10° cél.ml™ y como
temperatura de punto de corte a la que sea mayor a la temperatura promedio + error estandar de
los saludables de cada variable de temperatura real e infrarroja.
4.3.3 Analisis estadistico

Las iméagenes termograficas infrarrojas fueron extraidas de la camara termogréafica y

analizadas utilizando el “software” “FLIR Tools version 4.1.1”. En cada tubo corto se colocd un
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indicador con una circunferencia de 10 mm de diametro. Esta se movi6 a lo largo del tubo corto
para determinar cudl era el area donde presentaba una mayor la TIR y utilizar la temperatura de
ese lugar. Para analizar la TIR del colector se realizo un elipse que cubriera la parte inferior del
colector de la maquina de ordefio (Anejo 10).

Se realiz6 una limpieza de datos entre TrealT y la TIRT debido a que se presentaron
valores extremos; mientras que la TIR presentaba un aumento, la temperatura real disminuia.
Para eliminar dichos valores extremos, se procedié a realizar una regresion entre los valores de
TrealT y TIRT con bandas de prediccion con intervalos de confianza de 0.90 (Di Rienzo et al.,
2014) y se procedid a eliminar los valores que estaban fueran de las bandas de prediccion. El
analisis estadistico incluyd 129 cuartos mamarios.

Las variables analizadas fueron clasificadas en parametros: asociados al grado de mastitis
[CMT, recuento de células somaéticas (RCS), unidades formadoras de colonia (UFC)], de
desempefio animal [temperatura rectal (°C), produccién de leche (k.oredfio™), dias en leche
(DEL)] y de temperatura (TrealT, TIRT, TIRMXT, TIRC y TIRMXC). Las variables de RCS y
UFC fueron transformadas para asi tener datos normales, estas variables fueron transformadas a
recuento lineal de células somaéticas (RLCS) usando las funcién logaritmo base 2 (utilizado por
el DHIP) y logaritmo natural respectivamente (LnUFC). Estas transformaciones se realizaron
igual que en el capitulo dos. Los promedios de cada una de las variables fueron comparadas entre
los grupos de categorizacion segun el RCS-bajo, RCS-intermedio y RCS-alto, segln los cuartos
mamarios [delantero derecho (A), delantero izquierdo (B), trasero derecho (C) y trasero izquierdo
(D)] y segun el tipo de patégeno. En adicion, se evalud la normalidad y varianzas homogéneas

usando proc GLIMMIX/student panel (SAS, 9.3%).
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El modelo utilizado fue el mismo que el del capitulo tres. En el caso de las variables que
mostraron varianzas significativas para el RCS o cuarto mamario, se realizé la comparacion de
medias con la opcion LS-MEANS PDIFF/ adjust Tukey con un valor de significancia de < 0.05
(SAS 9.3, 2010). La prevalencia de patogenos se determind al igual que el capitulo dos y
posteriormente los promedios por patégeno de RLCS, LnUFC y temperatura real de la leche a
través del tubo y termografia infrarroja de los componentes de la unidad de ordefio, se realizd
correlaciones entre los mismos.

Se realizaron correlaciones entre las variables analizadas y los datos ambientales
(temperatura ambiente, HR y VV), usando proc CORR (SAS, 9.3%). La seleccion de variables
para identificar las que poseen mayor influencia sobre el RLCS de muestras de leche para el
analisis de regresiobn se determinaron a través del método R - cuadrado, proc
REG/selection=rsquare (SAS, 9.3%). EI modelo final se analizé con un proc REG (SAS, 9.3%)
para tener una ecuacion de prediccion del RLCS en funcién de la TIR de los componentes de la

unidad de ordefio y de la TrealT.
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4.4 Resultados y discusion
4.4.1 Variables de temperatura

Las variables de TIRT, TIRMxT, TRealT, TIRC y TIRMXC, fueron evaluadas segln el
grupo de RCS-bajo, RCS-intermedio y RCS-alto. Los valores promedios + error estdndar, para
cada variable no fueron significativamente diferente (P>0.05), segin el RCS (Tabla 10). Sin
embargo, se ha reportado que a medida que aumenta el RCS el nivel de infeccién de la glandula
mamaria va a ser mayor (Dohoo y Meek, 1982; Reneau, 1986; Harmon, 1994). El aumento en
RCS en leche esta asociado a la respuesta inflamatoria la cual genera vasodilatacion entre las
respuestas secundarias. EI proceso de vasodilatacion se ve acompafiado de una disminucion en la
velocidad del flujo sanguineo, incremento de la permeabilidad vascular y consecuentemente un
aumento de temperatura) (Montero Gonzélez et al., 2001; Garcia Barreno 2008); con el objetivo
de llevar mayor cantidad de componentes inmunes al area de insulto, para poder controlar la
infeccion (Newman, 2013). El aumento en permeabilidad vascular y la vasodilatacién ocasionan
que la temperatura del area afectada sea similar a la temperatura del tronco del cuerpo (>
temperatura). Por lo mencionado anteriormente, se espera que a medida que aumenta el RCS se
esperaria encontrar un incremento en la temperatura del cuarto mastitico y por ende un
incremento en la temperatura de leche. En otras investigaciones, Polat y colaboradores (2010)
reportaron un incremento en la temperatura de la superficie de la ubre desde 33.23 hasta 36.27°C
a medida que incrementaba el RCS desde 65 x10° hasta 3,653 x10° cel.mI™ en leche. Ademas,
Colak y colaboradores (2008) mostraron que la temperatura de la superficie de la ubre
incrementd desde 33.19 hasta 36.15°C segin aumentaron los valores de CMT 0 hasta 3. En
adicion, las variables de temperatura estudiadas en el presente estudio, fueron afectadas por

factores climéticos (humedad, temperatura ambiente) y de desempefio animal (tiempo de ordefio,
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actividad, descanso, produccién, temperatura rectal) lo que pudo causar un efecto en la variacion
de los datos de la temperatura de la leche (Tabla 12).

Tabla 10. Evaluacion de los promedios + error estandar de las variables de temperatura en
funcion del recuento de células somaticas.

Categorizacion segtin el RCS (células.ml™) - 10°

Variables °C Bajo N Intermedio N Alto Valor-P
<200 >200 - <750 >750

TIRT® 3342020 69 32.98x0.38 20 3357+028 36 044

TIRMXT * 3395+0.19 69 3341+0.36 20 3397+0.27 36 037

TRealT* 38.36£0.06 72 38.26+0.12 20 3829%0.10 33 0.70

TIRC? 3232+0.18 69 31.75+033 20 3255025 36 0.15

TIRMxC® 3292+0.17 69 32.57+0.32 20 3325+0.24 36 0.22

o Termografia infrarroja promedio de los tubos cortos.

¥ Termografia infrarroja maxima de los tubos cortos.

€ Temperatura real de la leche que pasa por los tubos cortos.
B Termografia infrarroja promedio del colector de leche.

6 Termografia infrarroja maxima del colector de leche.

4.4.2 Variables de temperatura como herramienta de diagnostico para detectar mastitis.

La temperatura real de la leche a través de los tubos cortos present6 un valor de >38.42 °C
para los cuartos mamarios con mastitis (> 200 x 10° cel.mI™). Utilizando este valor como punto
de corte se determinaron los parametros de diagndstico predictivo. Presentando una habilidad,
para detectar mastitis (sensibilidad) de 43.39 %. Para no detectar casos de mastitis (especificidad)
de 58.33 %. Para que en los cuarto enfermos se detecte una temperatura mayor a la del punto de
corte (valor predicho positivo) 43.49% y para que en los cuartos saludables no se detecte una
temperatura mayor a la del punto de corte (valor predicho negativo) 58.33% (Tabla 11).

Se determin6 como punto de corte valores entre 32.50 a 34.14 °C para los cuartos
mamarios que presentaron RCS > 200 x 10° cél.mI™ para las variable de termografia infrarroja
tanto en los tubos cortos como en el colector de la maquina de ordefio. La TIRT, TIRMXT, TIRC
y TIRMxC presentaron valores de sensibilidad de 48.00, 46.42, 48.20 y 50.00%,

respectivamente; especificidad de 47.80, 47.80, 52.00 y 47.80%, respectivamente; valor predicho
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positivo 42.85, 41.90, 45.00 y 43.75%, respectivamente y valores predichos negativos de 53.20,
52.00, 55.00 y 54.00%, respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Pardmetros predictivos de diagnostico de las variables de temperatura y la
prueba de mastitis californiana CMT.

Variables Punto d% corte >1 Parametros predictivos de diagnostico (%0)

200 x 10° cél.mI™  Sensibilidad  Especificidad VP +© VP -*
TrealT * >38.42°C 43.39 58.33 43.39 58.33
TIRT® >33.62°C 48.00 47.80 42.85 53.20
TIRMXT* >34.14°C 46.42 47.80 41.90 52.00
TIRC’ >32.50°C 48.20 52.00 45.00 55.00
TIRMxC® >33.09 °C 50.00 47.80 43.75 54.00
CMT?® > of 78.90 94.00 91.80 94.40

“Valor predicho positivo

* Valor predicho negativo

o Temperatura real de la leche a través de tubos cortos

€ Termografia infrarroja promedio de tubos cortos.

¥ Termografia infrarroja maxima de los tubos cortos

« Termografia infrarroja promedio del colector de la unidad de ordefio

& Termografia infrarroja maxima del colector de la unidad de ordefio

o Prueba de mastitis californiana con sus siglas en ingles CMT

£ Valor de la prueba de CMT correspondiente ain resultado >200,000 células/ml

Con respecto a la prueba de CMT, los parametros de diagnostico predictivo, utilizado
como punto de corte un valor >0 para animales con mastitis (RCS > 200 x10° cél.mI™) fueron los
siguientes: sensitividad de 78.79%, especificidad de 94.00%, un valor predicho positivo de
91.80% y un valor predicho negativo de 94.40%.

Segun nuestro conocimiento la temperatura real de la leche como diagnostico para
detectar casos de mastitis no ha sido documentada previamente. En la presente investigacion los
valores de diagnoéstico fueron bajos, a penas entre un 43.39 a 58.33%. La TrealT presentd valores
de diagndstico bajos debido a que no tuvo una correlacién significativa con el RLCS r = -0.03 (P
= 0.76). En adicion, se encontraron variables con las que si correlacion6 significativamente. Estas
fueron, el nivel de produccién de leche r = 0.27 (P=0.005) y temperatura rectal r = 0.45
(P<0.0001), las cuales pudieron causar una variacion en la temperatura de la leche y provocar

diagnosticos falsos positivos (Tabla 12). Las variables mencionadas anteriormente tuvieron un
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efecto sobre la temperatura de la leche debido al alto grado de vascularidad que presenta la
glandula mamaria (West et al., 1999) y al aumentar el metabolismo y la temperatura corporal,
este aumento pudo causar que la temperatura de la leche aumentara.

En lo que concierne a la TIR, esto se ha utilizado como herramienta para detectar mastitis
utilizando como objetivo de imagen la ubre de la vaca. Polat y colaboradores (2010) reportaron
los pardmetros de diagnostico para el uso de TIR presentado una sensitividad, especificidad, valor
predicho positivo y negativo de 95.6, 93.6, 95 y 93.6% respectivamente. Estos resultados fueron
mayores a los presentados en esta investigacion, debido a que en ese estudio, aclimataron los
animales en un cuarto oscuro y a una temperatura ambiental controlada (18 a 23 °C) durante un
periodo de 30 min. Esta aclimatizacion se realizé para minimizar interferencias de luz, humedad
y viento Polat et al., (2010). En adicion, en la presente investigacion se encontré que la
temperatura real de la leche se correlacioné (P <0.0001) con la temperatura rectal (Tabla 12) y
esta a su vez con factores climaticos, lo cual pudo haber influenciado a una variacion en la
temperatura de la leche debido a la alta vascularidad que tiene la glandula mamaria (West et
al.,1999), Estos factores pudieron influenciar los valores de los pardmetros diagndstico predictivo
reportados en el presente estudio, los cuales tuvieron un amplitud de variacion de 43.39 a
58.33%.

Los parametros de diagnostico predictivo utilizando la prueba de CMT presentaron
valores altos de sensibilidad (78.90%), especificidad (94.00%), valor predicho positivo (91.80%)
y valor predicho negativo (94.40%); los cuales fueron similares a los reportados por Polat y
colaboradores (2010); (i.e., sensitividad 88.9%, especificad 98.9%, valores predichos positivos
99.2% vy valores predichos negativos de 86.1%). En el 2013 Fosgate et al. reportaron una

sensibilidad y especificidad de 94.7% y 77.7% respectivamente, para CMT. Sin embargo,
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Sargeant et al. (2001) encontraron que los valores de sensitividad para detectar infecciones
intramamarias causadas por patdgenos mayores y menores utilizando la prueba de CMT, fueron
de 66.7% y 49.5% respectivamente. De esta manera la prueba de CMT es una herramienta que
presenta una mayor confiabilidad para detectar casos de mastitis comparada con la TIR, debido a
que la prueba de CMT no depende de la temperatura de la leche sino especificamente del RCS.
4.4.3 Correlaciones entre variables de temperatura

La TrealT presentd una correlacion positiva con coeficientes de correlacion de r = 0.23 (P
= 0.013) y r = 0.22 (P = 0.015) para las variables de TIRT y TIRMXT, respectivamente (Tabla
12). La correlacion entre la TrealT y la TIRT fue baja debido a que la TIRT presentd una
correlacion con el tiempo de ordefio r = 0.40 (P < 0.0001) y con la hora a la que se realizo el
ordefio r = 0.69 (P = < 0.0001) (Tabla 12). Es decir que la TIRT va a aumentar a medida que el
tiempo de ordefio sea mayor. En adicion, la TIRT y TIRMXT fueron correlacionadas con
variables como la temperatura ambiental r = 0.72 (P < 0.0001) y humedad r = 0.63 (P < 0.0001)
(Tabla 12). Estas correlaciones fueron altas ya que la temperatura de los tubos de ordefio fue
diferente significativamente dependiendo de a qué hora se haya tomado la imagen TIR (Anejo
11). En adicion, la TrealT no present6 correlaciones significativas con las variables climaticas,
esto se debe a que la leche mientras pasa a través de los tubos cortos de la unidad de ordefio no es
influenciada por la temperatura ambiental y humedad durante el ordefio. Sin embargo, la TrealT
presentd una correlacion positiva con la temperatura rectal r = 0.45 (P < 0.0001). Esta correlacién
alta es debido a que la glandula mamaria tiene un alta vascularidad (West et al., 1999). Por lo
tanto, la temperatura de la leche se ve afectada considerablemente por la temperatura rectal del
animal. En adicion la TrealT presentd una correlacion positiva con la produccion de leche r =

0.27 (P < 0.005), esta correlacion se explica puesto que a mayor produccion el animal, mayor es
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el metabolismo generado y esto puede causar un aumento en temperatura del animal, y debido a
la vascularidad de la gldndula mamaria se incremente la temperatura de la leche. En una
investigacion realizada por Igono y colaboradores (1985), la temperatura de leche aumentd segun
aumenta el nivel de produccion. Cuando el nivel de produccion era de 6.1 kg de leche la
temperatura de leche fue de 37.4°C y cuando aumentd la produccion a 15.9 kg la temperatura de
la leche aumento a 39.1°C.

Por otra parte, la TrealT no present6 una correlacion (P > 0.13) con la TIRC de la unidad
de ordefio. Sin embargo, la TIRC y TIRMXC presentaron correlaciones con un valor r = 0.84 y
0.89 (P <0.0001) (TIRT) y r = 0.85 y 0.90 (P<0.0001) (TIRMXT). Ademas, la TIRC y TIRMxC
presentaron una correlacion con el tiempo de ordefio r = 0.21 y 0.27 (P < 0.05). En adicion, la
TIRC y TIRMXC presentaron correlaciones con la temperatura ambiental r = 0.79 y 0.82 (P <
0.0001) y con la humedad r = -0.68 y -0.73 (P < 0.0001). Estas correlaciones son altas debido a
que el colector estaba expuesto a agua y a contacto con desecho organicos (heces u orina) y esto
pudo causar variaciones en la temperatura infrarroja. En resumen, las variables de TrealT, las
variables de TIR de los tubos de leche y de los componentes de la maquina de ordefio no
presentaron una correlacion significativa con el RLCS, RCS y CMT presentando correlaciones
con rangos de r = -0.03 a 0.17. Esto se debe principalmente a que las variables de temperatura
fueron afectadas por variables climéaticas (humedad y temperatura ambiental) y por las variables

de desempefio como la temperatura rectal (Tabla 12).
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Tabla 12. Correlaciones simples entre las variables de temperaturas y todas las demas
variables analizadas.

Variables de Temperatura

Variables TIRT TrealT TIRMT TIRMC TIRC

r Valor-P r Valor-P r Valor-P r Valor-P r Valor-P
RLCS 0.15 0.1082 -0.03 0.7673 0.11 0.22 0.17 0.0619 0.11 0.2477
CMT 0.08 0.3667 0.03 0.7046 0.06 0.5163 0.11 0.2336 0.08 0.3657

Tordefio 0.40 <.0001 0.38 <.0001 0.40 <.0001 0.27 0.0041 0.21 0.026
Hordefio 0.69 <.0001 0.07 0.4420 0.70 <.0001 0.79 <.0001 0.75 <.0001
TIRT 1.00 - 0.23 0.013 0.98 <.0001 0.89 <.0001 0.84 <.0001
TrealT 0.23 0.013 1.00 - 0.22 0.0151 0.15 0.0941 0.14 0.137
TIRMXT 0.98 <.0001 0.22 0.0151 1.00 - 0.90 <.0001 0.85 <.0001
TRectal 0.58 <.0001 0.45 <.0001 0.59 <.0001 0.57 <.0001 0.59 <.0001
TIRMxC 0.89 <.0001 0.15 0.0941 0.90 <.0001 1.00 - 0.96 <.0001
TIRC 0.84 <.0001 0.14 0.137 0.85 <.0001 0.96 <.0001 1.00 -

Produccion -0.04 0.7143 0.27 0.0055 0.01 0.9392 0.00 0.9846 0.06 0.5051
Actividad -0.15 0.1584 -0.03 0.8124 -0.14 0.2323 -0.16 0.1513 -0.13 0.2507
Descanso  -0.01 0.9388 -0.16 0.1418 -0.02 0.8712 -0.02 0.8811 0.00 0.9939
Tambiental 0.72 <.0001 0.14 0.1167 0.74 <.0001 0.82 <.0001 0.79 <.0001

Hrord -0.63 <.0001 -0.18 0.0542 -0.66 <.0001 -0.73 <.0001 -0.68 <.0001
ITHord 0.71 <.0001 0.11 0.2444 0.73 <.0001 0.81 <.0001 0.79 <.0001
RLCS = Recuento lineal de células somaticas Produccion = Produccion de leche (kg.ordefio™)
CMT = Prueba de mastitis californiana Tambiental = Temperatura ambiental

Tordefio = Tiempo que duro el ordefio.vaca™ HR= Humedad Relativa

Hordefio = Hora a la que se realizé el ordefio ITH= indice de temperatura humedad

TIRT = Termografia infrarroja promedio de los tubos cortos
TrealT = Temperatura real de la leche a través del tubo corto
TIRMXT = Termografia infrarroja maxima de los tubos cortos
Trectal = Temperatura rectal

TIRMXC = Termografia infrarroja maxima del colector

TIRC = Termografia infrarroja promedio del colector

4.4.4 Pardmetros asociados con el grado de mastitis

Los parametros asociados al grado de mastitis fueron: recuento lineal de células somaticas
(RLCS), prueba de mastitis californiana (CMT), trasformacién logaritmica de unidades
formadoras de colonia (LnUFC). Estas variables fueron clasificadas en tres grupos de acuerdo al
RCS-bajo, RCS-intermedio y RCS-alto. Al transformar el RCS a RLCS los valores fueron de:
1.04 + 0.15 (23 x 10° a 29 x 10° cél.mI™), 4.82 + 0.30 (283 x 10° a 430 x 10%cél.mI™) y 7.14 +
0.22 (1,500 x 10°— 1,986 x 10° cél.mI™) para el grupo RCS-bajo, RCS-intermedio y RCS-alto,

respectivamente (Tabla 13).
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Los valores de CMT presentaron resultados segun el RCS-bajo, RCS-intermedio y RCS-
alto de, 0.07 + 0.09 (0) = 0 a 200 x 10%cél.mI™, 0.8 + 0.17 (trazas) = 200 x 10°a 400 x 10% cél.mI"
ly 2.27+0.13 (1) = 400 x 10°a 1,200 x10° cél.mI™, respectivamente. La prueba de CMT present6
resultados significativamente diferentes (P<0.001) para cada grupo de clasificacion (Tabla 11).
Con respecto a la diferencia de CMT para cada grupo de clasificacion, esta se debe a que esta
prueba tiene la capacidad de estimar indirectamente el RCS (Viguier et al., 2009), ya que esta
degrada las paredes celulares de las células somaticas y expone su ADN formando un gel el cual
de acuerdo a su viscosidad sera el resultado (Schalm y Noorlander 1957), ademés, no es
influenciado por factores climaticos.

Con respecto a los valores de LnUFC, estos fueron diferentes (P<0.001) entre cada grupo
de clasificacion: RCS-bajo (0.79 £ 0.51 InUFC.ml"), RCS-intermedio (4.25 £ 0.915 InUFC.ml") y
RCS-alto (4.90 £ 0.68 InUFC.ml") (Tabla 13). El grupo con RCS-bajo fue el que menor LnUFC
presentd. Esto se debe a que estos animales no presentaban una infeccion. Sin embargo, para los
otros dos grupos de clasificacion el valor de LnUFC fue de 4.25 y 4.90 LnUFC.ml™. La raz6n por
la cual no se encontrd diferencias entre los grupos de RCS intermedio y alto, puede ser a que los
animales que presentaron un alto RCS, eran aquellos animales que ya estaban bajo un tratamiento
para controlar mastitis y esto pudo influenciar que se disminuya la carga bacteriana (LhUFC).
Aunque por otra parte, puede ser que las bacterias encontradas en las muestras de leche
especificamente no se encontraban en la glandula mamaria, ya que estas podrian estar en el canal
del pezdn o en el exterior de la ubre puesto que estas son las primeras lineas de defensa en contra
de la infeccion (Sordillo et al., 1997). Paradis y colaboradores (2010) mencionan que algunas
bacterias son patdgenos normales de la ubre o del canal del pezén y es dificil saber si en realidad

las UFC son de origen de una infeccion intramamaria, lo cual pude causar de falsos positivos al
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momento de dar un diagnostico. En adicién, Paradis y colaboradores (2010) mencionaron que el
uso de >1,000 UFC.mlI™ (6.90 InUFC.mI™) como punto de referencia de mastitis en cultivo puro
es muy bajo para ser considerado como un indicador confiable y viceversa. Sin embargo, los
valores en la presente investigacion para animales con mastitis fueron de 4.25 y 4.90 InUFC.ml™.

Tabla 13. Evaluacion de los promedios + error estandar de los pardmetros asociados grado
de mastitis dependiendo del recuento de células somaticas.

Categorizacion segtin el RCS (células.ml™) - 10°

Variables Bajo N Intermedio N Alto N Valor-P
<200 >200 a <750 >750

RLCS* 1.04°+0.15 72 4.82°+0.30 20 7.14°+£0.22 37  <0.001

CMT® 0.07°+0.09 72 0.80°+0.17 20 2.27°+0.13 37  <0.001

LnUFC* 0.79 + 0.51° 45 4.25 +0.91° 15 4.90 + 0.68 26  <0.001

Diferentes letras son significativamente diferentes.

o Recuento lineal de células somaticas.

o Prueba de mastitis californiana con sus siglas en ingles CMT.

€ Transformacién Logaritmica de unidades formadoras de colonias.

4.4.5 Correlaciones de los parametros asociados del grado de mastitis

La correlacion entre RLCS y LnUFC present6 un valor de r = 0.46 (P < 0.05), lo cual
quiere decir que a medida que aumenta los RLCS las UFC también se incrementan (Tabla 14).
Esto se debe a que al existir mayor infeccion o cantidad de bacterias (UFC) se observara un
aumento en células inmunes para erradicar la infeccion intramamaria (Oviedo-Boyso et al.,
2007). En relacion a la prueba de CMT, se encontraron valores de correlacion positiva con el
RLCS con un valor r =0.71 (P < 0.0001) (Tabla 14). Daniel y colaboradores (1966) reportaron la
correlacion entre la prueba de CMT y conteo de leucocitos en muestras de leche, presentado un
coeficiente de correlacion de 0.81 demostrando que la prueba de CMT es un indicador eficiente
de mastitis.

En relacion al LnUFC (cantidad de bacterias) para evaluar mastitis, esta presento
correlaciones con el RLCS r = 0.46 (P<0.0001), con CMT r = 0.35 (P=0.001) y con el tipo de
patogeno r = 0.56 (P < 0.0001) (Tabla 14). Los resultados de las correlaciones con RLCS y CMT
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se debe principalmente a que al existir un mayor nimero de bacterias que produzcan la infeccion
la cantidad de células somaticas sera mayor (Oviedo-Boyso et al., 2007). En adicion Oliveira y
colaboradores (2013) observaron una correlacion de 0.47 entre UFC y RCS en muestras de leche
de ovejas.

Por otro lado, de Haas y colaboradores (2002) reportaron que el RCS va a variar
dependiendo del tipo de patégeno que cause la infeccion, esta variacion en RCS se debe al
comportamiento de la bacteria la cual puede aumentar o disminuir las unidades formadoras de
colonias. Estos comportamientos fueron descritos en (de Haas et al., 2004) Eschericha coli la
cual fue significativamente asociada con pequefios aumentos de RCS, S. aureus fue asociado con
un gran incremento de RCS, mientras que Estreptococos spp. no fue asociado con un patron
definido de comportamiento de RCS.

Tabla 14.Correlaciones simples entre los pardmetros asociados al grado de mastitis y todas
las variables analizadas.

Parédmetros asociados al grado de mastitis

Variables RLCS CMT LnUFC

r Valor-P r Valor-P r Valor-P
RLCS 1.00 - 0.71 <.0001 0.46 <.0001
CMT 0.71 <.0001 1.00 - 0.35 0.0019
TIRT 0.15 0.1082 0.08 0.3667 0.12 0.3138
TrealT -0.03 0.7673 0.03 0.7046 0.04 0.7222
TIRMXT 0.11 0.22 0.06 0.5163 0.08 0.4898
TRectal 0.10 0.2719 0.09 0.3373 0.04 0.7408
TIRMxC 0.17 0.0619 0.11 0.2336 0.01 0.9045
TIRC 0.11 0.2477 0.08 0.3657 -0.03 0.7786
LnUFC 0.46 <.0001 0.35 0.0019 1.00 -
Patdgeno 0.12 0.3052 0.09 0.4156 0.56 <.0001
RLCS = Recuento lineal de células somaticas LnUFC = Logaritmo natural de UFC
CMT = Prueba de mastitis californiana Patégeno = Patdgeno mastitico

TIRT = Termografia infrarroja promedio de los tubos cortos
TrealT = Temperatura real de la leche a través del tubo corto
TIRMXT = Termografia infrarroja maxima de los tubos cortos
Trectal = Temperatura rectal

TIRMxC = Termografia infrarroja maxima del colector

TIRC = Termografia infrarroja promedio del colector
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4.4.6 Variables de desempefio animal

Las variables de desempefio animal incluidas en el analisis estadistico fueron: DEL,
produccién de leche (kg/ordefio) y temperatura rectal del animal (°C). Cada variable fue
categorizada por grupos de clasificacion segun RCS-bajo, RCS-intermedio y RCS-alto. Los DEL
no fueron diferentes (P=0.84) entre los grupos de clasificacion de RCS presentado promedios +
error estandar de DEL de 115 £ 8, 112 + 16 y 107 + 12 dias para el grupo segin RCS-bajo, RCS-
intermedio y RCS-alto, respectivamente (Tabla 15). Lo mencionado anteriormente muestra que
los grupos segin RCS estaban uniformizados para los DEL. De esta manera, al no haber
diferencias entre grupos nos permitiria eliminar el efecto de cambios en produccion de leche.
Puesto a que en otras investigaciones, Silvestre y colaboradores (2009) analizaron resultados de
95,405 lactaciones y reportaron un produccion de leche a los 48 + 8 dias de 27.6 kg vy al final de
la lactacion a los 344 + 4 dias de 13.4 kg. En la presente investigacion los DEL fueron uniformes
para que los resultados de produccion se dieran por efecto de la mastitis y no a causa de los DEL.

La produccién de leche por ordefio, fue significativamente diferente (P < 0.002) para cada
grupo de clasificacion segun el RCS; siendo mayor en el grupo de RCS-bajo (10.95 + 0.33 kg de
leche; Tabla 15). Sin embargo, no se encontraron diferencias en produccién de leche entre los
grupos de RCS-intermedio y RCS-alto con una produccién promedio de 7.75 + 0.64 y 8.62 *
0.49 kg/ordefio, respectivamente (Tabla 15). Estos resultados concuerdan con los reportados por
Hand y colaboradores (2012) donde las pérdidas de leche incrementaron significativamente
cuando se aumentaba el RCS ya que en animales con RCS 200 x 10° cel.ml™ se reportaron
pérdidas de 0.35 a 1.09 kg.dia™ y en animales con 2,000 x 10° cél.mI™ el rango de pérdida de
leche fue de 1.49 a 4.70 kg/dia. En adicion, en la presente investigacion se encontr0 una

correlacion negativa entre produccion y RLCS r =-0.24 (P = 0.0125), es decir que a medida que
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disminuia la produccion de leche el RLCS aumentaba (Tabla 16). Esto concuerda con la
investigacion de Hinrichs y colaboradores (2005), donde reportaron una correlacion negativa r =
- 0.29 entre mastitis y produccién de leche. La reduccion en la sintesis de leche se debe a que
cuartos mamarios con elevados RCS presentan dafios al tejido secretor, y ocasionan que la lactosa
escape (Reneau, 1986; Kehrli y Shuster, 1994; Schukken et al., 2003).

La temperatura rectal no fue diferente (P=0.13) entre los grupos de clasificacion segun el
RCS con promedios + error estdndar de temperatura rectal de 38.33 + 0.05, 38.24 + 0.09 y 38.46
+ 0.07°C para RCS-bajo, RCS-intermedio, RCS-alto, respectivamente (Tabla 15). Las
temperatura observadas representan el cuadro clinico de una mastitis del tipo sub-clinica; la cual
estd caracterizada por la ausencia de sintomas como aumento en temperatura rectal (Plastridge,
1958; Harmon, 1994). Adicionalmente, la temperatura rectal correlaciond positivamente con la
TrealT r = 0.45 (P < 0.001) y con la TIR de los tubos cortos y colector de la unidad de ordefio r =
0.58 y 0.59 (P < 0.001) (Tabla 16). Esto indica que a medida que incrementa la temperatura
rectal va a aumentar la TrealT y por ende la TIR de los componentes de la unidad de ordefio, esto
debido a la alta vascularidad que presenta la glandula mamaria (Igono et al., 1985; West et al.,
1999). Ademas, la temperatura rectal se correlaciond (P < 0.001) con las variables climéticas
(temperatura ambiental, HR y ITH) con coeficientes de correlacion (0.61, -0.57 y 0.57,
respectivamente) (Tabla 16). Kabuga (1992) reportd que las variables climéticas (temperatura
ambiental y humedad) explicaban hasta un 59.6% de las variaciones en temperatura rectal.

En adicidn, la temperatura rectal present6 una correlacién negativa con los DEL r = -0.27
(P < 0.004) (Tabla 16). Este comportamiento se podria deber a que el promedio de DEL de los
animales incluidos en este estudio (113 + 6) era mayor al pico de produccion normal en el ganado

lechero bovino el ocurre a los 40 a 60 dias después del parto (Hutjens, 2007). Segun avanza la
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lactancia luego del pico de produccion, la vaca produce menos volumen de leche y por ende

disminuye su tasa metabdlica y por consecuencia su temperatura corporal (Silvestre et al., 2009)

y por lo tanto hay una menor produccion de calor por parte del animal (Kadzere et al., 2002).

Tabla 15. Evaluacion de los promedios + error estdndar de las variables de produccion

segun el recuento de células somaticas.

Categorizacion segtin el RCS (células.ml™) - 10°

Variables

Valor-P

<200 n  >200a<750 n >750
DEL (dias)” 115+ 8 67  112+16 18  107+12 31 084
Prod (kg) ° 1095+ 033 67 7.75+064° 18 862+049° 31  0.0022
T rectal °C* 38.33+0.05 69 3824+009 20 3846+007 36 0.3

o Dias en leche.

o Produccion de leche por ordefio

¥ Temperatura rectal de los animales en °C

Promedios con diferentes letras son significativamente diferentes.

Tabla 16. Correlaciones simples entre los parametros desempefio animal y variables

analizadas.
Parametros de desempefio animal

Variables DEL Produccion Trectal Actividad Descanso

r Valor-P r Valor-P r Valor-P r Valor-P r Valor-P
RLCS -0.07 0.4516 -0.24 0.0125 0.10 0.2719 0.02 0.8319 0.01 0.9282
RCS -0.09 0.3578 -0.18 0.0693 0.09 0.3059 -0.10 0.3652 -0.11  0.2965
CMT -0.15 0.1287 -0.03 0.758 0.09 0.3373 0.12 0.2721 -0.13  0.2479
Torderio -0.08 0.4135 0.31 0.0015 0.21 0.0281 -0.21 0.0642 -0.11 0.3452
TIRT -0.11 0.2385 -0.04 0.7143 0.58 <.0001 -0.15 0.1584 -0.01 0.9388
TrealT -0.18 0.0666 0.27 0.0055 045 <.0001 -0.03 0.8124 -0.16 0.1418
TIRMXT -0.09 0.336 0.01 0.9392 0.59 <.0001 -0.14 0.2 -0.02 0.8712
TRectal -0.27  0.004 0.09 0.3518 1.00 - -0.15 0.1586 -0.21 0.0487
TIRMxC -0.06  0.5487 0.00 0.9846 0.57 <.0001 -0.16 0.1513 -0.02 0.8811
TIRC -0.01 0.9469 0.06 0.5051 0.59 <.0001 -0.13  0.2507 0.00 0.9939
DEL 1.00 - 0.17 0.0778 -0.27  0.004 0.01 0.9536 0.72 <.0001
Produccion 0.17 0.0778 1.00 - 0.09 0.3518 -0.18 0.0947 -0.16 0.1389
Actividad 0.01 0.9536 -0.18  0.0947 -0.15 0.1586 1.00 - 0.03 0.7601
Descanso 0.72 <.0001 -0.16  0.1389 -0.21  0.0487 0.03 0.7601 1.00 -
Tambiental -0.23 0.0166 -0.16  0.1045 0.61 <.0001 -0.22  0.0418 -0.14 0.1956
HR 0.24 0.0139 0.08 0.3835 -0.57 <.0001 0.18 0.0917 0.27 0.0116
ITH -0.20 0.0378 -0.17 0.0758 0.57 <.0001 -0.22 0.0462 -0.07 0.5089

RLCS= Recuento lineal de células sométicas

RCS= Recuento de células somaticas

CMT= Prueba de mastitis californiana

Tordefio= Tiempo que duré el ordefio

TIRT= Termografia infrarroja promedio de los tubos cortos
TrealT= Temperatura real de la leche a través del tubo corto
TIRMxT= Termografia infrarroja maxima de los tubos cortos
Trectal = Temperatura rectal

DEL= Dias en leche
Tambiental= Temperatura ambiental

HR= Humedad relativa
ITH= indice de temperatura humedad
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TIRMXC = Termografia infrarroja méxima colector
TIRC = Termografia infrarroja promedio del colector

Produccién = Produccién de leche (kg.ordefio™)



4.4.7 Efecto de patdgenos mastiticos

La prevalencia de patdgenos mastiticos en la presente investigacion con 94 cuartos
mamarios analizados fue: casos negativos (60.63%), Estafilococos coagulasa negativo (ECN)
(15.96%), Estafilococos aureus (S. aureus, por sus siglas en inglés) (4.26%), Estreptococos (E.)
ambientales (2.13%), Coliformes (2.13), Bacilo Gram positivo (2.13%), Pseudomonas (2.13%) y
otros patogenos (2.13%) (Figura 2). El tipo de patégenos encontrados fueron que comunmente se
reportan. Algunos autores (Wilson et al., 1997; Barkema et al., 1998; Bradley, 2002) mencionan
que cerca del 75 - 80% de los casos de mastitis son causados por; coliformes, E. ambientales; S.
aureus, y ECN.

Figura 2. Prevalencia de patdgenos mastiticos en un hato lechero comercial en Puerto Rico.

| Otros ® Bacilo G+ i Contaminado & Negativo i Coliformes
i E. ambientales @ Pseudomona & S.aureus LIECN

2.13% 2.13%

15.96% ___ 8.51%

4.26%
213%

0

2.13% __
2.13%

- —

/

60.63%

Los parametros evaluadores del grado de mastitis (LhnUFC y RLCS) fueron diferentes (P
< 0.0001 y P = 0.0007, respectivamente) segun el tipo de patdgeno. Para el LnUFC, Bacilo G+,
coliformes y ECN fueron los que presentaron mayores promedios + error estandar 9.77+1.17,
7.65+1.17 y 7.552+0.43 LnUFC, respectivamente. Para el RLCS, Pseudomonas fue el que
presentd el mayor promedio + desviacién estandar de RLCS (7.68+1.83RLCS.ml™?) y E.
ambientales, casos negativos y contaminados fueron los que presentaron los menores promedios
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+ error estandar de RLCS 1.64+1.82, 2.83+0.34 y 2.60+0.91 RLCS.ml™, respectivamente.
Mientras que la TrealT, TIRT y TIRMXT no fueron significativamente diferentes (P > 0.05) entre
los patdégenos mastiticos (Tabla 17). En adicion, las correlaciones entre RLCS con TIRT presento
un valor de r = 0.84 (P = 0.0086) y con TIRMXT present6 un valor r = 0.73 (P = 0.0364) (Tabla
18).

Tabla 17. Parametros evaluadores de mastitis y variables de temperatura real e infrarroja

segun el patdgeno mastitico

Patdgeno n LnUFC* RLCS* TrealT* TIRT®  TIRMXT ~
Bacilo G+ 2 977+1.17%  7.14+1.83"° 38.35+1.04 34.60+2.02 34.7+1.93
ECN 15  7.55+0.43°  4.78+0.67° 37.29+0.39 32.67+0.52 33.05+0.50
Coliformes 2  7.65+1.17° 5.11+1.83" 38.90+1.04 34.15+1.43 34.65+1.36
Contaminados 8  2.66+058°  2.60+0.91° 37.32+0.52 31.86+0.71 32.49+0.68
E. ambientales 2  564+1.17*  1.64+1.82° 38.2+1.04 32.70+1.43 33.55+1.36
Negativo 57  0.00+0.00°  2.83+0.34° 37.95+0.20 32.72+0.27 33.26%0.27
Pseudomonas 2 6.47+1.17*  7.68+1.83% 38.40+1.04 34.15+1.43 34.4+1.36
S. aureus 4  593+0.83*  6.95+1.29°° 37.37+0.74 33.90+1.00 34.23+0.96
Otros 2 9.77+1.17°  7.35+1.83% 38.50+1.48 30.55+1.43 30.75+1.37
Valor - P <0.0001 0.0007 0.7022 0.4416 0.4304

Diferentes letras son significativamente diferentes.

€ Transformacion logaritmica de unidades formadoras de colonias
£ Recuento lineal de células somaticas.
a Temperatura real de la leche a través de los tubos cortos.
K Termografia infrarroja promedio de los tubos cortos.

¥ Termografia infrarroja maxima de los tubos cortos.
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Tabla 18. Correlaciones de los promedios de pardmetros evaluadores del grado de mastitis
y variables de temperatura real e infrarroja de los patdgenos.

RLCS LnUFC TrealT TIRT TIRMXT

RLCS* 1.00000 0.62269 0.19516 0.84274 0.73853
- 0.0992 0.6433 0.0086 0.0364

LnUFC 1.00000 0.34016 0.68182 0.65703
- 0.4097 0.0625 0.0767

TrealT* 1.00000 0.62129 0.71541

- 0.10000 0.046

TIRT* 1.00000 0.98061

- <.0001
Nota: Los valores presentados son los coeficientes de correlacion de Pearson sobre sus respectivos niveles de

significancia.

£ Recuento lineal de células somaticas.

€ Transformacion logaritmica de unidades formadoras de colonias.
o Temperatura real de muestras de leche.

€ Termografia infrarroja promedio de los tubos cortos.

¥ Termografia infrarroja maxima de los tubos cortos.

4.4.8 Modelo para predecir el recuento lineal de células somaticas

No se pudo determinar un modelo significativo para predecir el RLCS a partir de la
temperatura de la leche ni con la temperatura infrarroja de los componentes de la unidad de
ordefio debido a que no se presentd una correlaciéon entre el RLCS con TrealT r =-0.03 (P =
0.76), TIRT r = 0.15 (P = 0.108) y TIRC r = 0.11 (P = 0.24). Esto explica que el RLCS en el
presente estudio no influencid la temperatura real de la leche. Sin embargo si se observé que la
temperatura real de la leche fue influenciada considerablemente por factores como la temperatura
rectal del animal (0.45; P<0.0001). En adicidn, la temperatura infrarroja de los componentes de la
unidad de ordefio se vio influenciada por el tiempo de ordefio y por las variables climaticas. Lo
mencionado anteriormente ocasiond que los modelos para predecir RLCS utilizando temperatura
real y la TIR de componente de la unidad de ordefio junto a las variables climaticas solo

explicaran 4 - 6 % (R? ajustado) de la variacién del RLCS.
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4.5 Conclusiones y recomendaciones
Conclusiones:

e La TIR explica entre un 14 a 23 % la variacion de los datos de la Temperatura real de la
leche a traves de los tubos cortos.

e La variacion de los datos de temperatura infrarroja de los componentes de la maquina de
ordefio se vio influenciada en un 72 a 82% por la temperatura ambiental, -63 a -82% por
la humedad relativa y un 40% por variaciones diurnas durante proceso de ordefio.

e Los parametros predictivos de diagndstico de las imagenes termograficas infrarrojas de
los componentes de la méaquina de ordefio presentaron amplitud de valores de
sensitividad, especificidad, valor predicho positivo y valor predicho negativo de 46.42 a
50.00%, 47.80 a 52.00%, 41.90 a 45.00% y 52.00 a 55.00%, respectivamente.

e Los modelos de analisis predictivo para estimar el RLCS a partir de la temperatura de la
leche y de la temperatura infrarroja de los componentes de la maquina de ordefio solo
explicaron entre una 4 a 6% de la variacion de los datos.

e La variacion de los datos de temperatura real de la leche a través de los tubos cortos se
explicaba en un 45 % por la temperatura rectal de animal.

e La variacion de los datos de la temperatura rectal de los animales fue explicada en un
61 % por la temperatura ambiental y un -57% por la humedad relativa.

Recomendaciones

e Realizar la toma de datos bajo condiciones climaticas similares, es decir dentro un mismo

periodo de tiempo, para de esta manera evitar variacion en los valores de temperatura

infrarroja ocasionados por la temperatura ambiental.
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e Aumentar el nimero de observaciones (muestras) por patégenos, para de esta manera

mejorar la distribucion de los datos y poder compararlos.
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5 CONCLUSIONES GENEREALES

La temperatura de las muestras de leche se vio afectada por las variables climaticas
(temperatura ambiental y humedad relativa), y caus6 que el utilizarla como herramienta de
deteccion de mastitis no es util.

La temperatura real de la leche a través del tubo corto se vio influenciada por la temperatura
rectal que presentd el animal y esta a su vez se vio afectada por cambios en las variables de
temperatura ambiental y humedad relativa. La temperatura infrarroja de los componentes de
la maquina de ordefio se vio influenciada por el tiempo de ordefio y por la temperatura
ambiental y humedad relativa. Esto causO la posibilidad de que se presentaran falsos
positivos para detectar mastitis utilizando la temperatura real de la leche y la temperatura
infrarroja de los componentes de la maquina de ordefio.

Los parametros de diagnostico predictivo, sensitividad, especificidad, valor predicho positivo
y valor predicho negativo para la temperatura de las muestra de leche fue de 48, 46, 44.6 y
50% respectivamente; para la termografia infrarroja de muestras de leche fue de 56.66,
52.22, 51 y 57% respectivamente.

Los parametros de diagnostico predictivo, sensitividad, especificidad, valor predicho positivo
y valor predicho negativo para la temperatura real de la leche a través de los tubos cortos
fueron de 43.39, 58.33, 43.39 y 58.33% respectivamente. Para la termografia infrarroja de
los componentes de la maquina de ordefio presentaron amplitud de valores de 46.42 a

50.00%, 47.80 a 52.00%, 41.90 a 45.00%, 52.00 a 55.00% respectivamente.
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7 ANEJOS.

Anejo 1. Equipos utilizados para medir las variables climéticas y temperatura rectal

A Almacenador de datos T° y HR B Anemémetro

C  Termémetro rectal

Anejo 2. Calibracion de variables infrarrojas
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Anejo 3. Toma de imagen termografica infrarroja
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Anejo 5. Prueba de DeLaval Cell Counter

Sonda termal

HYP-3
1 12—t TR — i 22T 1 12—

Tubos cortos
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Anejo 8. Toma de imagen termografica infrarroja simultanea de los componentes de la
magquina de ordefio
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Anejo 10. Anélisis de la imagen termogréfica infrarroja de los componentes de méquina de

ordefio

Anejo 11. Cambios en la termografia infrarroja de los tubos cortos, temperatura ambiental

y temperatura rectal segin la hora en la que se tomaron los datos

Hora TIRT® Temperatura Temperatura
ambiental rectal

6 29.85° 20.66° 38.01°"

7 30.70° 20.51° 38.17°

8 32.49° 23.74° 37.84°

9 33.66%° 26.44° 38.532

10 33.902" 27.73° 38.532

11 34.482 28.712 38.55°

12 34.322 29.422 38.742

Valor -P <0.0001 <0.0001 <0.0001

Valores con diferentes letras son significativamente diferentes p<0.05
*Termografia infrarroja promedio de los tubos cortos
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