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Listado de las abreviaturas

AEC: Virus de la Artritis Encefalitis Caprina.

AMURVAL: Asociacion de ganaderos de caprino de raza Murciano-Granadina de la
Comunidad Valenciana.

AO: muestras de leche tomadas Antes del Ordefio (media de las dos glandulas)
AOD: muestras de leche tomadas Antes del Ordefio (glandula derecha)

AOI: muestras de leche tomadas Antes del Ordefio (glandula izquierda)

ECN: Estafilococos coagulasa-negativo.

ETrcs: Elevacion transitoria del Recuento de Células Somaticas.

Céls : Celulas

IIM: Infeccion intramamaria.

LICOVAL.: Laboratorio Interprofesional lacteo de la Comunidad Valenciana.
LOG: logaritmo

LT: Leche Total ordefiada.

PCH: Muestras de leche de Primeros chorros.

PMN: Leucocitos Polimorfonucleares Neutrofilos.

RCS: Recuento de Células Somaticas.

RCS._t Recuento de Células Somaticas en muestras de la Leche Total ordefiada

RCSa0 Recuento de Células Somaticas en muestras de de leche tomadas Antes del
Ordefio (media de las dos glandulas)

Sanas-S: Glandulas sanas, cuya colateral también esta sana.
Sanas-| : Glandulas sanas, cuya colateral esta infectada.

SC: grupo experimental de cabras sometido a sincronizacién de celos mediante un
tratamiento hormonal (Tercer Estudio).

TAN: Muestras de leche de Tanque.
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Resumen

TESIS DOCTORAL

EFECTO DEL CELO Y EL ESTRES SOBRE EL RECUENTO DE CELULAS
SOMATICAS EN LA LECHE DE CABRA

RESUMEN

Esta Tesis Doctoral se sitia en el contexto del estudio de los factores no
infecciosos que influyen sobre el recuento de células somaticas (RCS) de la leche de
cabra. Se han planteado tres objetivos: 1) Caracterizar las elevaciones bruscas y
transitorias del RCS (ETRrcs) en la leche de cabra de origen no infeccioso (Estudios 1y
2); 2) Determinar si el celo provoca ETgcs, y si el efecto sobre el RCS es diferente segun
el numero de lactacion y el estado sanitario de la ubre (Estudio 3); 3) Estudiar el efecto de
varios tipos de estrés sobre el RCS y la presencia de ETrcs (Estudio 4). Todos los
experimentos se llevaron a cabo en cabras de raza Murciano-Granadina que estaban entre

el 2°y 5° mes de lactacion y eran ordenadas a maquina una vez al dia.

El Primer Estudio fue un experimento previo con el objetivo de confirmar si era
posible detectar las elevaciones del RCS que se puedan producir en la leche total
ordenada de un animal, a partir de muestras de leche tomadas por glandula antes del
ordefio (primeros chorros). Se utilizaron 22 cabras (7, 12 y 3 cabras de 1%, 2* y > 3?
lactaciones, respectivamente) libres de infecciones intramamarias (IIM) a las que se
controlé semanalmente, durante 12 semanas, el RCS por glandula (primeros chorros) y
ubre (control lechero). El RCS en las muestras de primeros chorros fue, de media, inferior
respecto a los recuentos obtenidos en las muestras del control lechero. Sin embargo, en
los animales que presentan recuentos superiores a un millén de céls/ml, ambos tipos de
recuentos tienden a igualarse. Se concluye que, en ausencia de IIM, las elevaciones
transitorias del RCS de origen no infeccioso, con valores superiores a 1 millon de cels/ml,

pueden ser detectadas en las muestras tomadas por glandula antes del ordefio.

En el Segundo Estudio se utilizaron 32 cabras (11, 17 y 4 en 1%, 2* y > 3*
lactaciones, respectivamente; 20 sanas y 12 con IIM unilateral causadas por estafilococos
coagulasa negativo- ECN) a las que se controld, durante 53 dias consecutivos, el RCS de
la leche de glandula (primeros chorros) y, semanalmente, la produccion de leche

ordefiada, su composicion y el RCS. Se definié como ETrcs, aquellas elevaciones del
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RCS que ocurrieron en las glandulas libre de IIM, con incrementos de al menos 2.5 veces
respecto a los recuentos precedentes, alcanzando valores superiores a 1 millon de céls/ml
(0.7 millones de céls/ml en primiparas). Los resultados confirmaron la existencia de
ETrcs de naturaleza no infecciosa en el ganado caprino. Aunque su duracion fue variable,
normalmente se situ6 entre 1 y 3 dias. Casi el 60% de las cabras mostraron un caso de
ETrcs, apareciendo tanto en las cabras sanas como en las infectadas y en primiparas
como en multiparas. El aumento de los recuentos durante las ETrcs no puede ser
explicado por cambios en la produccion de leche, ya que solamente disminuy6 en un 11-
16%. En este experimento las ETgrcs afectaron significativamente a la proteina

(incremento) y la lactosa (descenso).

En el Tercer Estudio se plantearon dos experimentos (E1 y E2) con el mismo
disefo. Se utilizaron 33 cabras en E1 (11 y 22 de 1* y > 2% lactaciones, respectivamente;
20 sanas y 13 con IIM unilateral causadas mayoritariamente por ECN) y 35 cabras en E2
(11 y 24 de 1* y > 2% lactaciones, respectivamente; 25 sanas y 10 con IIM unilateral todas
provocadas por ECN) asignando aproximadamente a la mitad de las cabras un
tratamiento hormonal de sincronizacion de celos (grupo SC) y el resto permanecié como
grupo Control. Durante un periodo de 32 dias consecutivos (6 pre-experimental, 11 de
tratamiento hormonal y 15 dias tras la retirada de las esponjas) se control6 el RCS por
glandula y ubre a todos los animales. A las 24, 32 y 48 h tras la retirada de las esponjas se
detectd si cada animal estaba en celo. En E2 también se controld diariamente, para cada
animal, la produccion y composicion de la leche ordefiada; ademds también se llevo a
cabo el recuento de leucocitos PMN (en porcentaje) en 12 cabras (6 en cada grupo), en el
dia de maximo recuentos y en los dos dias previos y posteriores a la elevacion del RCS.
Tras el tratamiento hormonal, el RCS del grupo SC se elevo significativamente durante 3
dias respecto al grupo control, tanto en E1 como en E2. Este incremento sucedi6 tanto en
las cabras primiparas como en las multiparas y en las ubres sanas como en las infectadas.
El celo disminuy6 significativamente la producciéon de leche (-13%) y aumentd
significativamente la proteina y la materia seca de la leche. A lo largo de ambos
experimentos se identificaron el mismo nimero de ETgcs en el grupo SC que en el grupo
Control (n=29). En el grupo SC, estas elevaciones fueron mas frecuentes en los primeros
3 dias tras la retirada de las esponjas. Las caracteristicas de las ETgrcs en el grupo SC y
control fueron similares. En las elevaciones provocadas por el celo los recuentos

aumentaron mas en las cabras multiparas que en las primiparas.
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En el Cuarto Estudio se ensayaron tres tipos de estrés, dos de ellos
aparentemente moderados y habituales en las explotaciones (experimentos 1 y 2) y el
tercero extremo e infrecuente (experimento 3). Los tres experimentos tuvieron el mismo
diseno: 8 dias de duracion (5 dias previos y 3 posteriores al inicio del estrés) y control
diario en cada animal del RCS, por glandula y ubre, y de la produccion y composicion de
la leche ordeniada, asi como del cortisol en sangre. En el experimento 1 se estudio el
efecto del estrés provocado por la extraccion del estiércol, utilizdndose 30 cabras (6, 10 y
14 de 17, 2% y > 3% lactaciones, respectivamente; 18 sanas, 10 con IIM unilateral y 2 con
IIM bilateral, mayoritariamente causadas por ECN). En el experimento 2 se estudi6 el
efecto del reagrupamiento utilizando 70 cabras que fueron distribuidas en 3 lotes (control,
n=12; reagrupadas sin cambio de local, n=29, y con cambio de local, n=29). En ambos
experimentos el estrés no afecto significativamente al RCS, ni al cortisol en sangre, con
independencia del nimero de lactacion o estado sanitario de la ubre. La produccion de
leche solamente disminuy6 significativamente en las cabras primiparas que fueron
trasladadas al parque de multiparas en el experimento 2 (descenso del 8-10%). En ambos
experimentos el estrés apenas afecto a la composicion de la leche, aunque se observé una

tendencia a disminuir la grasa y materia seca. En el experimento 3 se estudio el efecto de

un fuerte estrés (contacto con un perro durante unos 30 minutos) utilizando 38 cabras (13,
5y 20 de 1%, 2* y > 3% lactaciones, respectivamente; 24 sanas y 14 con mamitis
subclinicas mayoritariamente causadas por ECN) que fueron separadas en dos grupos
(Estrés y Control). El estrés increment6 significativamente el cortisol, pero su efecto
sobre las otras variables fue distinto segun el numero de lactacion de los animales. En
cabras de 1+2 partos el estrés no afectd significativamente al RCS, a la produccion ni a la
composicion de la leche. Por el contrario en las cabras de 3 o mas partos, el estrés
provoco un aumento significativo del RCS (alrededor del 260%), una disminucién de la
produccion de leche (-7 a -12%), un aumento de la grasa y un descenso de la lactosa. A

consecuencia de este estrés el 90% de las cabras multiparas presentaron una ETgcs,

Se concluye que la ETgrcs, de origen no infeccioso, es un fendmeno fisiologico,
caracteristico y relativamente frecuente en el ganado caprino. Probablemente el celo es el
principal factor que causa estas elevaciones en condiciones de campo, ya que el estrés, en
los niveles o situaciones que ocurren habitualmente en las explotaciones, no parece que

afecten en gran medida al RCS.
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TESI DOCTORAL

EFECTE DEL ZEL | DE L'ESTRES SOBRE EL RECOMPTE DE CEL-LULES
SOMATIQUES EN LA LLET DE CABRA

RESUM

Aquesta Tesi Doctoral se situa en el context de 1'estudi dels factors no infecciosos
que influeixen sobre el recompte de cel-lules somatiques (RCS) de la llet de cabra. S'han
plantejat tres objectius: 1) Caracteritzar les elevacions brusques i transitories del RCS
(ETRCS) a la llet de cabra d'origen no infeccios (Estudis 1 i 2); 2) Determinar si el zel
provoca ETRCS, i si l'efecte sobre el RCS ¢s diferent segons el nombre de lactacio i
l'estat sanitari del braguer (Estudi 3); 3) Estudiar l'efecte de diversos tipus d'estrés sobre
el RCS i la preseéncia de ETRCS (Estudi 4). Tots els experiments es van dur a terme en
cabres de raga Murciano-Granadina que estaven entre el 2n 1 5¢ mes de lactacid i1 eren

munyides a maquina un cop al dia.

El Primer Estudi va ser un experiment previ amb l'objectiu de confirmar si era
possible detectar les elevacions del RCS que es puguen produir en la llet total munyida
d'un animal, a partir de mostres de llet preses per glandula abans de munyir (primers
raigs). Es van utilitzar 22 cabres (7, 12 i 3 cabres de 1%, 2*i >3* lactacio, respectivament)
lliures d'infeccions intramamaries (IIM) a les quals es va controlar setmanalment, durant
12 setmanes, el RCS per glandula (primers raigs) i braguer (control lleter). EL RCS en les
mostres de primers raigs va ser, de mitjana, inferior respecte els recomptes obtinguts en
les mostres del control lleter. No obstant aix0, en els animals que presenten recomptes
superiors a un milié de cels/ml, ambdos tipus de recomptes tendeixen a igualar-se. Es
conclou que, en abséncia de IIM, les elevacions transitories del RCS d'origen no
infeccids, amb valors superiors a 1 mili6é de cels/ml, poden ser detectades en les mostres

preses per glandula abans del munyiment.

En el Segon Estudi es van utilitzar 32 cabres (11, 17 1 4 en 1%, 2* i > 3? lactacio,
respectivament, 20 sanes 1 12 amb IIM unilateral causades per estafilococs coagulasa
negatiu-ECN) a les quals es va controlar, durant 53 dies consecutius , el RCS de la llet de
glandula (primers raigs) i, setmanalment, la produccié de llet munyida, la seva
composicid i el RCS. Es va definir com ETRCS, les elevacions del RCS que van ocorrer

en les glandules lliure de 1IM, amb increments almenys de 2.5 vegades respecte als
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recomptes precedents, arribant a valors superiors a 1 milié de cels/ml (0.7 milions de
cels/ml en primipares ). Els resultats van confirmar I'existéncia d'ETRCS de naturalesa no
infecciosa en el bestiar cabrum. Encara que la seva durada va ser variable, normalment es
va situar entre 1 i 3 dies. Gairebé el 60% de les cabres van mostrar un cas de ETRCS,
apareixent tant en les cabres sanes com en les infectades i en primipares com en
multipares. L'augment dels recomptes durant les ETRCS no pot ser explicat per canvis en
la produccio de llet, ja que només va disminuir en un 11-16%. En aquest experiment les

ETRCS van afectar significativament a la proteina (increment) i la lactosa (descens).

En el Tercer Estudi es van plantejar dos experiments (E1 i E2) amb el mateix
disseny. Es van utilitzar 33 cabres a E1 (11 122 de 1* 1 > 2* lactacid, respectivament, 20
sanes 1 13 amb IIM unilateral causades majoritariament per ECN) 1 35 cabres a E2 (11 i
24 de 1* 1 > 2? lactacio, respectivament, 25 sanes i 10 amb IIM unilateral totes provocades
per ECN) assignant aproximadament a la meitat de les cabres un tractament hormonal de
sincronitzacié de zels (grup SC) i la resta va romandre com a grup control. Durant un
periode de 32 dies consecutius (6 pre-experimental, 11 de tractament hormonal i 15 dies
després de la retirada de les esponges) es va controlar el RCS per glandula i braguer a tots
els animals. A les 24, 32 i 48 h després de la retirada de les esponges es va detectar si
cada animal estava en zel. En E2 també es va controlar diariament, per a cada animal, la
produccio i composicid de la llet munyida, a més també es va dur a terme el recompte de
leucocits Polimorfonuclears Neutrofils (PMN , en percentatge) en 12 cabres (6 a cada
grup), en el dia de maxim recomptes i en els dos dies previs i posteriors a I'elevacié del
RCS. Després del tractament hormonal, el RCS del grup SC es va elevar
significativament durant 3 dies respecte al grup control, tant en E1 com a E2. Aquest
increment va succeir tant a les cabres primipares com en les multipares i en els braguers
sans com en els infectats. El zel va disminuir significativament la produccié de llet (-
13%) i1 va augmentar significativament la proteina i la materia seca de la llet. Al llarg de
tots dos experiments es van identificar el mateix nombre de ETRCS en el grup SC que en
el grup control (n = 29). En el grup SC, aquestes elevacions van ser més freqiients en els
primers 3 dies després de la retirada de les esponges. Les caracteristiques de les ETRCS
en el grup SC i control van ser similars. En les elevacions provocades pel zel els

recomptes van augmentar més en les cabres multipares que en les primipares
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En el Quart Estudi es van assajar tres tipus d'estrés, dos d'ells aparentment
moderats i habituals en les explotacions (experiments 1 i 2) i el tercer extrem i infreqiient
(experiment 3). Els tres experiments van tenir el mateix disseny: 8 dies de durada (5 dies
previs i 3 posteriors a l'inici de I'estrés) i control diari a cada animal del RCS, per
glandula 1 mamella, 1 de la produccié i composicid de la llet munyida, aixi com del

cortisol en sang. En l'experiment 1 es va estudiar l'efecte de l'estrés provocat per

l'extraccio del fem, utilitzant-30 cabres (6, 10 1 14 de 1%, 2" i > 3* lactacid, respectivament,

18 sans, 10 amb IIM unilateral i 2 amb IIM bilateral, majoritariament causades per ECN).

En I'experiment 2 es va estudiar l'efecte del reagrupament utilitzant 70 cabres que van ser
distribuides en 3 lots (control, n=12; reagrupades sense canvi de local, n=29, i amb canvi
de local, n=29). En ambdds experiments l'estrés no va afectar significativament al RCS,
ni al cortisol en sang, amb independéncia del nombre de lactacid o estat sanitari del
braguer. La produccié de llet només va disminuir significativament en les cabres
primipares que van ser traslladades al parc de multipares en I'experiment 2 (descens del
8-10%). En ambdds experiments l'estrés a penes va afectar la composicio de la llet,
encara que es va observar una tendéncia a disminuir el greix i mateéria seca. En
I'experiment 3 es va estudiar l'efecte d'un fort estrés (contacte amb un gos durant uns 30
minuts) utilitzant 38 cabres (13, 5120 de 1a, 2a i > 3 ® lactacid, respectivament; 24 sanes
1 14 amb mastitis subcliniques majoritariament causades per ECN) que van ser separades
en dos grups (Estrés 1 Control). L'estrés va incrementar significativament el cortisol, perd
el seu efecte sobre les altres variables va ser diferent segons el nombre de lactacié dels
animals. En cabres de 1+2 parts l'estrés no va afectar significativament al RCS, a la
produccio ni a la composicié de la llet. En canvi en les cabres de 3 o més parts, l'estrés va
provocar un augment significatiu del RCS (al voltant del 260%), una disminuci6 de la
produccio de llet (-7 a -12%), un augment del greix i un descens de la lactosa. A

conseqiiencia d'aquest estres el 90% de les cabres multipares van presentar una ETRCS.

Es conclou que les ETRCS, d'origen no infeccids, és un fenomen fisiologic,
caracteristic 1 relativament freqlient en el bestiar cabrum. Probablement el zel és el
principal factor que causa aquestes elevacions en condicions de camp, ja que I’estres, en
els nivells o situacions que ocorren habitualment en les explotacions, no sembla que

afecten en gran mesura al RCS.
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PhD THESIS

EFFECT OF ESTRUS AND STRESS ON SOMATIC CELL COUNT IN GOAT
MILK

ABSTRACT

This doctoral thesis is in the context of studying non-infectious factors that
influence the somatic cell count (SCC) of goat milk. three objectives were planned: 1)
Characterize the sudden and transient elevations of SCC (TEscc) of non-infectious goat
milk (Studies 1 and 2), 2) Determine if the estrus causes TEscc, and whether the effect on
the SCC is different depending of the number of lactation and health status of the udder
(Study 3), 3) to study the effect of various types of stress on the SCC and the presence of
TEscc (Study 4). All experiments were conducted in Murciano-Granadina breed goats,
which were between the 2nd and 5th month of lactation and they were machine milked

once daily.

The first study was a previous experiment in order to confirm whether it was
possible to detect elevations of SCC that can be produced in total milk, of an animal,
from milk samples taken before milking per gland (first jet). Twenty-two free of
intramammary infections (IMI) goats were used (7, 12 and 3 goats Ist, 2nd and third
lactations > 3, respectively). They were monitored weekly for 12 weeks, the SCC per
gland (foremilk) and udder (milk recording). The SCC in foremilk samples was on
average lower to the counts obtained in the udder samples. However, in animals with
counts exceeding one million cells/ml, both types of counts tend to equalize. We
conclude that in the absence of IMI, transient elevations of SCC of non infectious origin,
with values greater than 1 million cells/ml, can be detected in the samples taken by gland

before milking.

In the second study we used 32 goats (11, 17 and 4 in 1st, 2nd and third lactations
> 3, respectively, 20 healthy and 12 with unilateral IMI caused by coagulase-negative
staphylococci -CNS) in which has been monitored for 53 consecutive days, the SCC by
gland (foremilk), and weekly, milk production, and its composition and SCC. TEgcc was

defined as those elevations that occurred in the IMI-free glands, with increases at least
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2.5 times that of previous counts, reaching over 1 million cells/ml (0.7 million cells/ml in
primiparous goats). The results confirmed the existence of non-infectious TEscc in goats.
Although its duration was variable, usually it ranged between 1 and 3 days. Nearly 60%
of goats showed a case of TEscc, appearing in both, healthy goats as in infected ones, as
well as in primiparous and in multiparous goats. The increase of counts during TEgcc can
not be explained by changes in milk production, because only decreased in 11-16%. In
this experiment the TEgcc affected significantly the protein (increase) and lactose

(decrease).

In the third study two experiments (E1 and E2) were carried out with the same
design. Thirty-three goats were used in E1 (11 and 22 of 1st and > 2 lactations,
respectively; 20 healthy and 13 with unilateral IMI caused mainly by CNS), and 35 goats
in E2 (11 and 24 of 1st and > 2 lactations, respectively; 25 healthy and 10 with unilateral
IMI all caused by CNS) assigning approximately half of goats to a estrus hormonal
treatment synchronization (group SC) and the rest remained as Control group. During a
period of 32 consecutive days (6 pre-experimental, 11 hormonal therapy and 15 days
after the removal of sponges) SCC by gland and udder were controlled for all animals. At
24, 32 and 48 h after removal of the sponges, estrus was detected if each animal. In E2
was also monitored daily for each animal, production and composition of total milk; in
addition PMN leukocyte count (percentage) was also carried out in 12 goats (6 in each
group), on the day of maximum counts and two days preceding and two days following
the increase of SCC. After hormone treatment, the SCC of the SC group was elevated
significantly during 3 days respect to the control group, both in E1 and in E2. This
increase occurred both in primiparous and multiparous goats, in healthy udders and in
those infected. Estrus decreased milk production significantly (-13%) and increased
protein and dry matter of milk significantly. Throughout both experiments we identified
the same number of TEgcc in the SC group than in the control group (n = 29). In the SC
group, these elevations were more frequent in the first 3 days after removal of the
sponges. The characteristics of TEgcc in SC and control group were similar. SCC

elevations caused by estrus were higher in multiparous than in primiparous goats.

In the fourth study we planned three types of stress, two of them apparently
moderate and commonly used in farms (Experiments 1 and 2) and the third strong and

infrequent (experiment 3). The three experiments had the same design: 8-days (5 days
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before and 3 after the onset of stress) and daily control in each animal of the SCC, by
gland and udder, the production and composition of total milk and the cortisol in blood.
In experiment 1 we studied the effect of stress caused by the removal of manure, using 30
goats (6, 10 and 14 of Ist, 2nd and > 3 lactations, respectively; 18 healthy, 10 with
unilateral IMI and 2 bilateral IMI, mainly caused by CNS). In experiment 2 we studied
the effect of regrouping using 70 goats that were distributed in 3 lots (control, n = 12;
grouped without change of location, n = 29, and local change, n = 29). In both
experiments the stress did not significantly affect the SCC and blood cortisol, regardless
of the number of lactation and health status of the udder. In experiment 2, milk
production decreased significantly (8-10%) only in primiparous goats that were taken to
the multiparous pen. In both experiments the stress just affected the composition of milk,
although there was a tendency to decrease fat and dry matter. In experiment 3 we studied
the effect of a strong stress (contact with a dog for about 30 minutes) using 38 goats (13,
5 and 20 of 1st, 2nd and > 3 lactations, respectively; 24 healthy and 14 with subclinical
mastitis mainly caused by CNS) who were separated into two groups (Stress and
Control). Stress significantly increased blood cortisol, but its effect on other variables
differed according to the number of lactation. In 1+2 lactations goats stress did not
significantly affect the SCC, the production or the composition of milk. On the contrary
in 3 or more lactations goats stress caused a significant increase in the SCC (around
260%), decreased milk production (-7 to -12%), increased fat and decreased lactose. As a

consequence of this stress 90% of multiparous goats showed a TEgcc.

We conclude that TEgce, from non-infectious origin, is a physiological
phenomenon, characteristic and relatively common in goats. Estrus is probably the main
factor causing these elevations in farm conditions. It seems that stress levels or situations

that commonly occur on farms, apparently did not affect the SCC
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tenian estos animales en los dos dias previos al estrés (RCSO).
Incremento de RCS expresado como: A) diferencia (RCS1- RCS0) o
B) relacion (RCST/RCSO0) .ouveeiiiiiiieeiieie e 161
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1. LA PRODUCCION DE LECHE DE CABRA EN EL MUNDO, EN LA
UNION EUROPEA Y EN ESPANA

Desde tiempos historicos la cabra ha cubierto un importante papel en la
supervivencia de los pueblos que viven en condiciones extremas. La versatilidad de este
animal para adaptarse a distintos medios y condiciones de explotacion, asi como su
destacada capacidad para suministrar alimentos proteicos de excelente calidad (carne y
leche), le confieren especial interés dentro de los animales tutiles al hombre (Haenlein,
2007). Por este motivo, no es de extrafiar que el ganado caprino se localice
mayoritariamente en aquellos paises o regiones con condiciones ambientales rigurosas y/o
con altos indices de pobreza. Por otra parte, las caracteristicas especificas de la leche de
cabra y productos derivados, unido a los habitos de los consumidores de ciertas zonas
geograficas, han hecho que este sector haya adquirido una relevancia especifica en ciertos

paises desarrollados (Boyazoglu y Morand-Fehr, 2001)

En el afio 2007 existian en el mundo 850 millones de cabezas de ganado caprino
(FAO, 2008) y se produjeron casi 14,8 millones de Tm de leche de cabra (Figura 1), lo cual

representa el 2,2% de la produccion total de leche en el mundo. La mayor parte del censo

EUROPA OCEANA
EUROPA OCEANA AMERICA
AMERICA 18 0.9 2586 40
41 (2%/ (o,i%) 659 (4%) (0,1)%
(5%)
AFRICA AFRICA
a5 3039 ASIA
(30%) ASIA 544 (21%) 8517
CENSO (63%) PRODUCCION DE LECHE (58%)

FIGURA 1. Censo de ganado caprino (millones de cabezas) y produccién de leche de
cabra (miles de Tm) en el mundo en el afio 2007 (FAO, 2008).
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se concentra en paises subdesarrollados o en vias de desarrollo de Asia (China: 197
millones de cabezas; India: 125 millones; Pakistdn: 53,8 millones; Bangladesh: 52,5
millones) y de Africa (Sudan: 42 millones; Nigeria: 28,5 millones; Somalia: 12,7 millones;

Kenia: 10,5 millones; Mali: 13 millones; Etiopia: 18 millones).

Asi mismo, la produccion de leche de cabra también se encuentra localizada
mayoritariamente en Asia (58% de la produccion mundial, principalmente en la India, con
3,8 millones de Tm, Bangladesh, con 2 millones de Tm y Pakistdn con 0.7 millones Tm) y
en Africa (21% de la produccion mundial, principalmente en Sudan, con 1,45 millones de
Tm y Mali, con 0,26 millones de Tm). Ademas, también podemos destacar la elevada
produccion que existe en Europa (17% de la produccion mundial; Figura 1), a pesar del
escaso censo de ganado caprino que existe en este continente (tan solo el 2% del censo

mundial).

En el Magreb la poblacion caprina se encuentra mayoritariamente en Mauritania
(5,6 millones de cabezas), Marruecos (5,3 millones) y Argelia (3,7 millones), mientras que
la produccion de leche practicamente se concentra en Argelia (190.000 Tm) y Mauritania
(110.000 Tm), ya que en el resto de paises la produccion es muy baja (Marruecos: 34.000
Tm; Libia: 15.000 Tm; Tunez: 12.000 Tm).

En la Unién Europea existen tan solo 13,9 millones de cabras (1,6 % del censo
mundial), pero se producen anualmente 1,9 millones de Tm de leche (13,2 % de la
produccion mundial de leche de cabra). Tanto el censo como la produccion de leche de
cabra se concentran en los paises mediterraneos (Figura 2): Grecia (40% del censo y 26 %

de produccion de leche), Espafia (21% y 25%), Francia (9% y 31%) e Italia (7% y 6%).

De acuerdo a Daza (2004) el sector caprino en la Union Europea retne las siguientes

caracteristicas:

e La mayor parte del censo, entre el 80 % y el 90 %, se localiza en zonas
desfavorecidas y de montafia, que no pueden ser aprovechadas para otras

actividades, como la agricultura o la ganaderia de otras especies.
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N° cabezas /
Produccion de leche
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GRECIA FRANCIA ESPARA ITALIA PORTUGAL

0 Censo @ Produccién

FIGURA 2. Censo de ganado caprino (x10* cabezas) y produccién de leche de cabra (x10°
Tm) en los principales paises de la Union Europea en el afio 2007 (FAO, 2008)

e Tradicionalmente, los sistemas de produccion en los paises productores mas
importantes han sido extensivos o semiextensivos, exceptuando el caso de Francia,
pais en el que predominan los sistemas intensivos con razas de alto grado de
especializacion lechera.

e La produccion de leche se destina basicamente a la industria quesera, bien sea para
la produccion de quesos puros de cabra o de tipo mezcla, siendo muy bajo el
consumo en liquido.

e La normativa europea no establece limitaciones a la produccion de leche de cabra,

hecho que si sucede en la produccion de leche de ganado vacuno.

En Espana existen 2,5 millones de cabras, el 70% de de las cuales se destinan a
ordefio, y se producen unas 489.000 Tm de leche anuales (MARM, 2009). La principal
area productora estd situada en las zonas sur y centro del pais, destacando las siguientes
comunidades autonomas: Andalucia (42% del censo caprino y 51% de la produccion de
leche), Canarias (10% y 17%), Castilla la Mancha (12% y 13%), Extremadura (9% y 6%),
Castillay Leén (6% y 3%) y Murcia (4% y 3%). En la Comunidad Valenciana existen unas
100.000 cabras y se producen unas 10.000 Tm de leche anuales (2% de Espana).

De acuerdo a Esteban (2009), las principales razas caprinas autdctonas espafiolas

son: Murciano-Granadina (517.000 animales), Malaguefia (300.000), Florida (100.000),
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Majorera (200.000), Palmera (14.000) y Tinerfefia (28.000). Son razas de buena aptitud
lactea y estdn muy bien adaptadas a zonas semidridas, con baja pluviometria y altas

temperaturas (Martinez, 2000).

En Espafia la leche de cabra se destina mayoritariamente a la elaboraciéon de
quesos, existiendo una gran variedad de ellos. Asi, Ramirez et al. (2009) identifica un total
de 28 quesos puros de leche de cabra y 21 quesos de mezcla con leche de oveja y/o vaca.
De entre ellos podemos destacar aquellos que poseen una Denominacion de Origen
Protegida: Majorero, Palmero, Murcia, Murcia al vino, Ibores y, en los quesos de mezcla,
Cabrales, Gamonedo, Picon y Quesucos de Liebana. En la Comunidad Valenciana
adquieren importancia los quesos frescos de Alicante, Casoleta, Nucia y Servilleta. De este
modo es posible ofrecer al mercado un producto de calidad y diferenciado que presenta una
demanda creciente por parte de los consumidores, especialmente a medida que estos

aumentan su poder adquisitivo.

En la actualidad, las industrias queseras espafiolas ya estdn pagando la leche de
cabra a los ganaderos en funcion de su calidad quimica (grasa+proteina), y, en ocasiones,
también aplican primas o penalizaciones en funcion de la calidad higiénico-sanitaria
(bacteriologia, inhibidores, recuento de células somaticas) y la presencia de agua anadida.
En otros paises europeos el pago de la leche por calidad también incluye otros parametros
como la lipolisis, el contenido en IgG (Francia) o una evaluacion sensorial (Noruega; Pirisi

et al., 2007)

2. DEFI[\IICION Y CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS
SOMATICAS EN LA LECHE DE CABRA

La leche de todos los mamiferos contiene distintos tipos de células que provienen
del propio organismo animal, y que no tienen capacidad para multiplicarse en la leche, a
diferencia de las células de los microorganismos. En la década de los 60 el profesor M.J.
Paape acuidé por primera vez el concepto de células somaticas (Contreras, 2000) para
referirse a este tipo de células (“somatico”= relativo al cuerpo), término que se suele

utilizar hoy en dia bajo la denominacion de recuento de células somaticas (RCS). Las
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células somaticas presentes en la leche pueden clasificarse, segun su origen, en dos grandes

grupos: a) células de origen sanguineo y b) células epiteliales.

Las células de origen sanguineo son en su totalidad leucocitos: macrofagos,
polimorfonucleares (principalmente neutrofilos) y linfocitos (Sordillo y Streicher, 2002).
En general, se considera que la presencia en la leche de estos tipos celulares es de origen,
fundamentalmente, inflamatorio e inmunitario, a diferencia de las particulas
citoplasmaticas y células epiteliales (Bergonier et al., 1996). Todas estas células se
encuentran presentes en las glandulas mamarias sanas, si bien ante un proceso
inflamatorio, cualquiera que sea la causa, se produce un incremento del trasvase de
leucocitos a la leche, especialmente de PMN, por quimiotactismo y diapédesis (Sordillo y
Streicher, 2002). De este modo, la presencia de leucocitos en la leche y, por tanto, el RCS,
puede considerarse un indicador del estado inflamatorio de la glandula mamaria (Bergonier
et al., 1996), aunque para su interpretacion habra que tener en cuenta los factores no

infecciosos que también pueden influir sobre estas células (Paape et al., 2001).

Las células epiteliales de la leche provienen de la descamacion del epitelio alveolar
y de los conductos de la glandula mamaria. El significado de la presencia de este tipo de
células en la leche es principalmente fisioldgico, por regeneracion normal de los epitelios.
Estudios recientes han demostrado que una gran mayoria de las células epiteliales
presentes en la leche son viables y presentan caracteristicas de células alveolares
totalmente diferenciadas, de modo que, tras su cultivo in vitro, han sido utilizadas como
modelo en estudios relacionados con la lactogénesis, cadncer, inmunologia e infecciones

virales (Boutinand y Jammes, 2002).

Ademas de la presencia de células somaticas, en la leche también podemos
encontrar material extracelular membranoso, restos nucleares y fragmentos celulares
(Gonzalo et al., 1998a) que se corresponden a grandes fragmentos de citoplasma
originados a partir de la porcion distal de las células secretoras alveolares mamarias. Estas
formaciones se suelen denominar como particulas citoplasmaticas y son muy abundantes
cuando la secrecion de la leche es apocrina y muy escasos, o practicamente ausentes,

cuando la secrecidén es merocrina.
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En ausencia de infeccion, la leche de cabra presenta, respecto a la de oveja y vaca,
tres caracteristicas peculiares relacionadas con los elementos celulares que contiene:
elevado porcentaje de polimorfonucleares neutrofilos (PMN), elevado contenido de
particulas citoplasmaticas y un mayor recuento de células somaticas (Tablas 1y 2).

La primera especificidad en la secrecion lactea caprina es que los
polimorfonucleares neutréfilos (PMN) suponen el principal componente celular tanto en
glandulas sanas como en infectadas (Dulin et al., 1983; Rota et al., 1993a; Sierra et al.,
1999) representando aproximadamente el 70% de las células somaticas (Tabla 2). En
cambio en el ganado vacuno tan solo constituyen el 26% en glandulas no infectadas y entre
el 29-40% en glandulas infectadas (Miller et al., 1991), y en la oveja alrededor del 30%
cuando el RCS es bajo (menos de 100.000 células/ml) y mas del 70% cuando el RCS
sobrepasa el millon de células somaticas (Gonzalo 1985). Un aspecto interesante a
remarcar es que los factores quimioticticos que atraen a los PMN a la leche en las
glandulas sanas son distintos de los factores quimiotacticos que existen en las glandulas

afectadas de mamitis (Manlongat et al., 1998).

TABLA 1. Comparacion del RCS y la distribucion de los tipos de células en la leche de
diferentes especies (Boutinand y Jammes , 2002 ; Paape et al., 2001).

Tipos de células

Especie RCS Part. Citopl. Cels. Epitel. PMN Linfocitos Macrofagos

10 ° células/mL | 10°/ml % % Y% %
Humano 0.009 90 50-90 6 5-9 8
Bovino 0.075 No observado Muy bajo 5-20 20-30 61
Ovino 0.110 15 Muy bajo 22 10-25 70
Caprino 1.1 128 10-20 45-75 3-10 10-35
Porcino 1 _ 60-90 5-10 15-25 5-10

Los linfocitos representan entre el 5-20% de las células somaticas en la leche de
cabra (Tabla 2). En cambio en la vaca suponen alrededor del 24% (Miller et al., 1991) y en
la oveja del 20% cuando la concentracion celular es baja (menos de 100.000 cels/ml) y

desciende por debajo del 12% cuando sobrepasa la cifra de 1.000.000 de cels/ml
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TABLA 2. Distribucion porcentual de los tipos de células somaticas en la leche de cabra
(Martinez, 2000)

Autor Tipo muestra PMN Linfocitos | Epitelial | Macrofagos PC!
Okada, 1960 Ubre 69,3 21,3 9,4 - -
Dulin et al., 1982 Glandula infectada 71-86 5-11 - 8-18 6-30
Dulin et al., 1982 Glandula no infectada 45-74 9-20 - 15-35 35-74
Rota et al., 1993b Ubre 63 7,2 132 16,1 -
Droke et al., 1993 Tanque 87,3 2.8 - 9,9 -
Sierra et al., 1999 Glandula infectada 75,3 16,8 1,2 4.8 31,5
Sierra et al., 1999 Glandula no infectada 74 14,9 5,7 4.4 35,2
Jaubert et al., 1996 Tanque® 70,3 17,4 10,5 1,8 -
Jaubert et al., 1996 Tanque4 80,3 11,4 6,8 1,5 -
Gajdusek et al., 1996 Ubre 40-70 5-20 10-15 10-20 -

1: con respecto al total de células. 2: Otros tipos celulares. 3: Bajo RCS (710.000células/ml). 4: Alto RCS
(2.332.000células/ml)

(Gonzalo, 1985). Porcentualmente, el numero de macrofagos en la leche de cabra
(alrededor del 15%) también es inferior al encontrado en la leche de oveja y vaca (Tablas 1
y 2). De hecho, en las vacas y ovejas libres de IIM, los macrofagos son el principal tipo
celular de la leche, llegando a representar entre el 40 y el 80% de todas las células

somaticas (Paape et al., 2001).

Por ultimo, la presencia de células epiteliales en la secrecion lactea caprina es muy
reducida representando aproximadamente entre el 6-10% del total de células (Tabla 2).
Tras la infeccion intramamaria la presencia de células epiteliales disminuye
porcentualmente a favor de un aumento de las células inflamatorias (Contreras et al.,
1998). Por tanto su proporcion es menor a medida que se incrementa el RCS. En la vaca
las células epiteliales representan alrededor del 19% en la leche de glandulas no infectadas
y desciende hasta el 6-14% en glandulas infectadas (Miller et al., 1991), mientras que en la
oveja suponen aproximadamente el 10% cuando el RCS es bajo y menos del 5% cuando es
elevado (Gonzalo 1985). En los ultimos afios se han utilizado nuevas técnicas para
identificar a las células epiteliales de la leche (anticuerpos monoclonales y citometria de
flujo), pero los recuentos con esta metodologia han sido superiores a los citados

anteriormente, tanto en la leche de cabra (26% de células epiteliales; Boutinand y Jammes,
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2002) como en la leche de vaca procedente de glandulas libres de infeccion intramamaria

(40%; Leitner et al., 2000).

Una segunda especificidad de la leche de cabra es que presenta un elevado niimero
de particulas citoplasmaticas (Tablas 1 y 2), lo cual es debido a que la secrecion lactea de
la cabra es de tipo apocrino (Dulin et al., 1982; Dulin et al., 1983; Paape y Capuco, 1997).
Este tipo de secrecion se caracteriza porque, al final de la fase secretora, la parte apical de
la célula epitelial se separa de su base, liberdndose en la luz del alveolo bajo forma de una
particula citoplasmica (Perin y Baudry, 1993). Por el contrario, la secrecion de la leche en
la vaca es de tipo merocrino ya que se produce el paso de los componentes de la leche de la
membrana apical de la célula hacia el lumen alveolar sin perdida del citoplasma (Neveu et
al., 2002). Aunque en la oveja la secrecion de la leche también tiene un importante
componente apocrino, la concentracion de particulas citoplasmaticas es normalmente muy

baja, del orden de la décima parte de la que existe en la leche de cabra (Paape et al., 2001).

Estas particulas tienen morfologia esférica, de un tamafio similar al de los
leucocitos (entre 5 y 30 micrometros) y en su mayoria carecen de nucleo (menos del 1%
poseen nucleo; Dulin et al., 1983; Paape y Capuco, 1997). Es importante destacar que el
recuento de particulas citoplasmaticas no estd afectada significativamente por la infeccion
intramamaria ni por el numero y el estado de lactacion (Contreras et al., 1998) tomando
valores entre 50.000 y 250.000 particulas/ml (Dulin et al., 1983). En consecuencia el
porcentaje de particulas citoplasmaticas, respecto a la concentracion total de elementos
celulares, presenta grandes variaciones (entre el 3% y el 94%; Dulin et al., 1983),
observandose una tendencia a disminuir conforme aumenta el RCS (Dulin et al., 1983;

Sierra et al., 1999).

Finalmente, un tercer aspecto caracteristico de la leche de cabra es que su
concentracion celular es mas elevada que en la leche de vaca y oveja (Dulin et al., 1983;
Droke et al., 1993; Contreras et al., 1997a, Paape et al., 2007; entre otros). Asi, en ausencia
de mamitis, el RCS en la leche de cabra pueden variar entre 270.000 y 2 millones de
cels/ml, mientras que en la leche de vaca y oveja se situaria entre 10.000 y 200.000 cels/ml
(Paape et al., 2001). Ademas, los estudios histopatoldgicos realizados en ubres de ganado

caprino con altos RCS, pero sin IIM, no han encontrado ningun tipo de trastorno en la

10
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glandula, lo cual sugiere que los altos RCS son de naturaleza fisiologica y no patologica

(Zeng y Escobar, 1995).

3. FEACTORES QUE INFLUYEN SOBRE EL RCS

El RCS en la leche de cabra es muy variable debido a la diversidad e importancia
de los distintos factores que le afectan (Poutrel y Lerondelle, 1983; Rota et al., 1993b;
Sanchez et al., 2000, entre otros). Dada la diversidad de factores que afectan al RCS, para
una mejor compresion de los mismos vamos a agruparlos y clasificarlos segiin sean de

origen inflamatorio o no inflamatorio (Tabla 3).

TABLA 3. Principales factores que influyen en el RCS de la leche de cabra (Martinez,
2000).

INFECCIOSOS Bacterias
INFLAMATORIOS Virus de la AEC
NO INFECCIOSOS Traumatismos. ..

La fraccion del ordefio
Tiempo entre ordefios
Numero de ordefios/dia
Variaciones diarias
INTRINSECOS Estado de lactacion
Numero de lactacion
NO INFLAMATORIOS Tipo de parto

Raza

Nivel productivo

Celo

El ordefio
EXTRINSECOS La alimentacion
Estrés

Estacionalidad

OTROS FACTORES METODO DE RECUENTO
CONSERVACION Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS

11
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Dentro de los factores de tipo inflamatorio destacan los de origen infeccioso, entre
los que se encuentra la infeccién intramamaria de origen bacteriano y la infeccion por el
virus de la AEC. Ademads, en determinadas circunstancias los factores de origen no

infeccioso (factores fisicos y quimicos) pueden cobrar cierta importancia.

Los factores de origen no inflamatorio se pueden agrupar en factores fisioldgicos o
intrinsecos a los animales (edad de los animales, estado de lactacion, tipo de parto, etc.), y
en factores de manejo o extrinsecos a los animales (ordefio, alimentacion, vacunaciones,

etc).

Finalmente, también existen otros factores que pueden influir en el RCS
relacionados con la metodologia utilizada para realizar el recuento (conservacion y

almacenamiento de las muestras, método analitico).

3.1. FACTORES DE ORIGEN INFLAMATORIO

Cualquier proceso inflamatorio, de origen infeccioso o no, da lugar a un aumento
del RCS. Los factores de naturaleza inflamatoria que modifican el RCS pueden clasificarse
en factores infecciosos y no infecciosos, dependiendo de si estdn implicados

microorganismos o no.

3.1.1. Factores de origen infeccioso

Varias revisiones bibliograficas (Contreras et al., 2003; Bergonier et al., 2003;
Contreras et al., 2007) sefialan que la incidencia anual de mamitis clinica en ganado
caprino es muy baja (<5%) y esta causada principalmente por S. aureus, estafilocoos
coagulasa negativo (ECN), Estreptococos y Enterobacterias. Por otra parte, la prevalencia
de mamitis subclinica suele situarse entre el 5 y el 30% y los gérmenes responsables suelen
ser ECN (alrededor del 70% de las infecciones), S. aureus (8%), Gram-negativo (8%) y
Estreptococos (6%).

12
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3.1.1.1. Mamitis de etiologia bacteriana

La infeccion intramamaria de origen bacteriano es la causa principal del aumento
del RCS en la leche de cabra (Poutrel y Lerondelle, 1983; Poutrel et al., 1997; Luengo et
al., 2004; Raynal-Ljutovac et al., 2007), de oveja (Gonzalez-Rodriguez et al., 1995;
Gonzalo et al., 2002) y de vaca (Harmon, 1994). En efecto, la inflamacion de la glandula
mamaria da lugar a un mayor flujo de leucocitos a la leche y, en consecuencia, se produce
un aumento de células somaticas. Por ello el RCS puede utilizarse como método para el

diagnéstico indirecto de las infecciones intramamarias.

Aunque la infeccion intramamaria incrementa el RCS, la intensidad de la reaccion
inflamatoria va a depender del microorganismo involucrado (Lerondelle y Poutrel, 1984;
Corrales et al., 1996; Sanchez et al., 1996; Ziluaga et al., 1998), considerandose dicho

parametro un buen indicador de la virulencia del mismo (Contreras et al., 1994).

Los microorganismos que elevan en mayor medida el RCS son aquellos que,
clasicamente, han sido clasificados como patdégenos mayores (S. aureus, Streptococcus
spp., Pseudomonas spp., enterobacterias), pues dan lugar a valores de RCS que oscilan, en
lineas generales, entre 2.000.000-4.000.000 células/ml de media geométrica (Martinez,
2000), es decir, un incremento de unas 10 veces respecto a los recuentos de las glandulas
sanas (Raynal-Ljutovac et al., 2007). Los micoplasmas también incrementan de forma
importante el RCS cuando se producen episodios clinicos de agalaxia contagiosa (media
geomética de los recuentos en la leche de tanque superiores a 2.9 millones; Corrales et al.,
2004). En cambio, los micoplasmas aislados de mamitis subclinicas ocasionan una
elevacion del RCS moderada, ya que el valor obtenido de glandulas infectadas por estos
patogenos es aproximadamente el doble al hallado de glandulas no infectadas (Sanchez et
al., 1999; Martinez et al., 1999). De este modo, en las explotaciones sin sintomas clinicos
de micoplasmas, el RCS en la leche de tanque no llega a diferir seglin se aisle o no este

germen (Corrales et al., 2004)

En general la infeccidon intramamaria por estafilococos coagulasa-negativo (ECN)
incrementa significativamente el RCS en el ganado caprino (Lerondelle et al., 1992;
Sanchez et al., 1996; Corrales et al., 1996), aunque existen grandes diferencias en los RCS

dependiendo de la especie aislada (Martinez, 2000; Raynal-Ljutovac et al., 2007).

13
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Habitualmente los menores valores de RCS se obtienen a partir de glandulas infectadas por
S. caprae, S. xylosus y S. hominis (media geométrica entre 600.000 y 800.000 céls/ml), y
los valores mas elevados cuando se aisla S. epidermidis y S. simulans (media geométrica
de 1.000.000 céls/ml aproximadamente; Martinez, 2000). Asimismo, Deinhofer (1993)
encuentra que los gérmenes ECN resistentes a la novobiocina provocan menores recuentos
que aquellos que son sensibles a este antibiotico. No obstante, la relacion de los ECN
novobiocina sensibles/resistentes con el RCS parece ser menos obvio en ganado caprino

que en ganado ovino (Raynal-Ljutovac et al., 2007).

Finalmente, podemos mencionar a las corinebacterias ya que, por una parte, no
modifican significativamente el RCS (Corrales et al., 1996) y, por otra parte, no suelen
producir infecciones persistentes (Contreras et al., 1994). Por tanto, la importancia de estos
agentes como patogenos para la glandula mamaria caprina hay que considerarla

secundaria.

La relacion entre los valores medios de los RCS de las glandulas infectadas y no
infectadas es menor al final de la lactacion que al inicio (Aleandri et al., 1996; Corrales et
al., 1996) debido al incremento fisioldgico que se produce en el RCS durante la lactacion,
lo que dificulta el diagnostico indirecto de las mamitis subclinicas al final de la lactacion

mediante métodos basados en la concentracion celular.

3.1.1.2. El virus de la artritis encefalitis caprina

El virus de la artritis encefalitis caprina (AEC) presenta un tropismo muy marcado
hacia la glandula mamaria, pero el efecto que tiene sobre el RCS podria depender de la
presencia o no de la infeccion intramamaria (Sanchez et al., 1998a) y de la edad de las

cabras (Lerondelle et al., 1992; Nord y Adnoy, 1997).

En ausencia de infeccioén intramamaria, los animales AEC seropositivos presentan
un RCS significativamente mas elevado que los animales seronegativos (Ryan et al., 1993;
Sanchez et al., 1997; Sanchez et al., 1998b; Martinez, 2000; Figura 3), si bien este efecto
seria mas importante en las cabras multiparas que en las primiparas, de modo que en estas

ultimas las diferencias no llegan a ser significativas (Lerondelle et al., 1992). El aumento
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del RCS ocasionado por el virus de la AEC es moderado, siendo del mismo orden al
ocasionada por ECN (Ryan et al., 1993) o incluso inferior (Lerondelle et al., 1992; Sanchez
et al., 1997). Por el contrario, en las glandulas infectadas por bacterias, el virus del AEC

tiende a disminuir el RCS (Sanchez et al., 1998a; Martinez, 2000; Figura 3).

A pesar de lo sefialado, debemos destacar que un trabajo reciente (Luengo et al.,
2004) no ha confirmado que exista una interaccion significativa entre el virus de la AEC y

el estado infeccioso de la glindula mamaria sobre el RCS .
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FIGURA 3. RCS segun el estado seroldgico frente al virus de la AEC y el estado sanitario
de la glandula mamaria (Martinez, 2000).

De acuerdo a Sanchez (1998) la falta de efecto aditivo sobre el RCS de la infeccion
bacteriana (incremento de los PMN) y la infeccion por el virus de la AEC (incremento de
los macrofagos), puede atribuirse a una disminucion de la funcionalidad de los macrofagos,
provocada por la infeccion virica, limitando la respuesta celular ocasionada por la
infeccion bacteriana (efecto inmunosupresor debido a la alteracion de la funcion de los
macrofagos; Bergonier et al., 2003). Esto podria deberse a una alteracion de los
mediadores de la inflamacion como factores quimiotacticos para los neutrofilos (Sanchez

et al., 1998a).
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3.1.2. Factores de origen inflamatorio pero no infeccioso

Los factores de origen fisico que afecten a la glandula mamaria, como son los
traumatismos de diferente naturaleza, ya sean puntuales (durante el pastoreo o en el corral)
o repetidos (durante el ordefio o en la lactancia natural), podrian dar lugar a incrementos
en el RCS en ausencia de infeccion intramamaria (Perrin y Baudry, 1993). Asimismo
algunos productos quimicos como son los principios activos y los excipientes de
preparaciones terapéuticas intramamarias pueden elevar el RCS (Long et al., 1984).
Igualmente, algunos metabolitos, como la urea, podrian tener un efecto irritativo sobre el

tejido mamario (Issartial, 1990).

El ejercicio intenso provoca un aumento de los leucocitos en sangre en humanos
(aumento de neutréfilos y descenso de linfocitos; Suzuki et al., 1999; Suzuki et al., 2000),
y del RCS de la leche en el ganado vacuno (Coulon et al., 1998). Aunque los mecanismos
precisos de estos hechos no estan claros, los autores citados sugieren que podrian estar
asociados a un aumento de las hormonas del estrés (cortisol) y/o al hecho de que el

ejercicio provoque microlesiones e inflamacion en la musculatura.

3.2. FACTORES DE ORIGEN NO INFLAMATORIO

La correcta interpretacion de los datos del RCS de glandula, de ubre (control
lechero) o de la leche de tanque precisa del conocimiento de los factores no infecciosos
que influyen sobre dicho parametro, con el fin de evitar una errénea clasificacion del
estado sanitario de glandulas, animales o de rebafios basada en el RCS (Gonzalo et al.,
1998b). De hecho algunos autores (Wilson et al., 1995) han encontrado que la variacion
del RCS en rebafios comerciales de ganado caprino puede ser en un 90% debida a factores
no infecciosos. La cuantificacion de dichos factores es relevante en dos grandes areas: la
deteccion de animales/glandulas afectados/as de mamitis y la utilizacion del RCS de la

leche de tanque como criterio para el pago por calidad.
Por ejemplo, en EEUU los ganaderos tienen dificultades para mantener el RCS en

la leche de tanque por debajo de limite legal establecido en ese pais (1 millon de

células/ml) debido a la influencia de los factores no infecciosos (Haenlein y Hackley,
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1996, Paape et al., 2001). Por tanto, estos factores deberian ser tenidos en cuenta cuando
en un futuro se establezca el limite legal en la Union Europea (Luengo et al., 2004; Paape

et al., 2007; Raynal-Ljutovac et al., 2007).

Cuando se estudian los diferentes factores no inflamatorios que pueden influir
sobre el RCS deberia conocerse el estado sanitario de la glandula mamaria y el estado
serologico de los animales frente al virus de la AEC, con el fin de neutralizar el efecto que
ambos tienen sobre el RCS. Sin embargo en algunas ocasiones estos datos no son

conocidos.

3.2.1. Factores intrinsecos del animal

De manera sintética podemos sefalar que las variaciones fisiologicas del RCS estan
ligados a la doble ciclicidad de la produccion lechera: ciclicidad de la lactacion y ciclicidad
del vaciado de la mama (Bergonier et al., 1996). Los principales factores, ordenados de
mayor a menor importancia cuantitativa, serian: estado de lactacion, numero de lactacion,
fluctuaciones diarias y la fraccion del ordefio (Bergonier et al., 2003). No obstante, desde
un punto de vista descriptivo, a continuacion se presentan los diferentes factores de
variacion, por orden de intervalo de tiempo creciente: desde la variacion entre las

fracciones de un mismo ordefio hasta las diferentes lactaciones de una cabra.

3.2.1.1. Las fracciones del ordefio

Podemos distinguir varias fracciones de leche obtenidas durante un ordefo
mecanico completo. En primer lugar se extrae la leche maquina que se corresponde a la
leche cisternal y una parte de la leche alveolar. Posteriormente, antes de la retirada de las
pezoneras, puede practicarse el apurado a maquina, que consiste en un masaje vigoroso de
la ubre acompanado frecuentemente de una traccion con las pezoneras. Esto permite la
extraccion de una cantidad adicional de leche que la maquina no puede evacuar por si sola.
Después de la retirada de las pezoneras, aun permanece leche en la ubre. Una parte podria
ser extraida mediante repaso manual, si bien actualmente no es practicado en el ganado
caprino; el resto, que corresponde a la leche residual, tan solo podréd ser extraida tras la

aplicacion de oxitocina.
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En algunas ocasiones el RCS se determina por glandula en la fraccion de primeros
chorros, generalmente utilizando las mismas muestras que se recogen para el analisis
bacteriologico. No obstante, suele ser mas frecuente disponer del RCS en las muestras del
control lechero (leche ordenada de un animal), las cuales incluyen las fracciones de leche

maquina y la leche de apurado a maquina.

Varios trabajos han encontrado que la leche de primeros chorros presenta una RCS
similar, aunque siempre ligeramente inferior, respecto a la fraccion del control lechero
(Figura 4). Por ejemplo, Contreras et al. (1997b) encuentran un RCS medio de 687.000 y
763.000 cels/ml., en las fracciones de primeros chorros y control lechero, respectivamente.
Asi mismo, Martinez (2000), analizando unas 600 muestras procedentes de casi 100
cabras, halla una media aritmética del RCS en primeros chorros y control lechero de,
998.000 y 1.139.000 cels/ml, respectivamente, mientras que las correspondientes medias

geométricas fueron 355.000 y 494.000 cels/ml.

25000 -
.Antes del ordeno
Durante del ordefio
20000 Después del ordefio
1500.0
S
(]
=
)
% ] ]
%4)
1000.0 +—Fy' B
5000 - — ¥ —
0.0+ . -
1 2 3 4 5 B 7 B ] 10

Animal Mumber

FIGURA 4. RCS en muestras de leche tomadas antes del ordefio (primeros chorros), hacia
la mitad del ordefio y después del ordeio (repaso manual) en 11 cabras alpinas
(Haenlein, 2002).
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La fraccion de leche obtenida después del ordefio (repaso manual) presenta siempre
recuentos bastante mas elevados que las dos fracciones anteriores (Figura 4). La relacion
entre el RCS del repaso manual y el de primeros chorros parece ser mas elevada a medida
que se incrementa el nivel productivo de las especies: asi es de 1,7 veces en ganado ovino
(Peris et al., 1991; Gonzalo et al., 1993), de 2,9 en ganado caprino (Contreras et al., 1997b)
y entre 3-10 veces en ganado vacuno (Berning et al., 1987; Vangroenweghe et al., 2002).
Por ello, la muestra de leche de apurado no deberia utilizarse para determinar la
concentracion celular de la leche ni para el diagnostico indirecto de mamitis basado en

dicho parametro.

Por otra parte, en ganado vacuno se ha visto que, en glandulas libres de infeccion
intramamaria, la distribucién de los leucocitos en la leche varia segun la fraccion del
ordefio (Sarikaya et al., 2005): los macrofagos predominan en la leche cisternal (50% de
los leucocitos), mientras que los PMN se concentran en la leche alveolar y residual (60-
65% de los leucocitos); por el contrario, los linfocitos practicamente no varian con la

fraccion de ordeno.

3.2.1.2. Tiempo entre ordeiios

Los trabajos realizados en ganado caprino han encontrado que el RCS de la leche
obtenida en el ordefio de la tarde es entre un 17-78% superior al RCS de muestras
recogidas durante el ordefio de la mafiana (Randy e tal., 1988; Sinapis y Vlachos, 1998;
Cedden et al., 2008)). Algunos autores lo explican por un efecto dilucidén, ya que la
cantidad de leche ordefnada por la mafiana es entre un 35-69% superior a la ordefiada por la

tarde (Randy et al., 1988; Aleandri et al., 1996; Contreras et al., 1997b).

Bergonier et al. (1996) opinan que este hecho podria ser debido al efecto de las
modificaciones de presion intraalveolar sobre la diapédesis leucocitaria hacia la luz de los
acini. Es decir, dado que en el ordefio de la mafiana existe en la ubre una mayor cantidad
de leche y, por tanto, de presion intramamaria, se producird un menor trasvase de
leucocitos de la sangre a la leche, por lo que disminuird la concentracion de RCS en la

propia leche. La relacion entre la presion intramamaria y la migracion de leucocitos a la
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leche ha sido demostrada en ganado vacuno, al observar que, inmediatamente tras el
ordefio, la concentracion de polimorfonucleares en la sangre de la vena subcutanea

abdominal disminuye, mientras que en la leche aumenta (Paape et al., 2002).

Otro aspecto que también puede explicar este fendmeno, es la existencia de un
“efecto arrastre” desde el ordefio de la mafiana (mayor intervalo horario) hacia la tarde
(menor intervalo horario), lo cual afectaria tanto al RCS como a la grasa, es decir a los dos
componentes de la leche de mayor tamafio (3-10 um). Efectivamente, antes de un ordefio
la distribucion de la grasa y RCS no es uniforme en la ubre, sino que existe una mayor
concentracion en la zona alveolar, respecto a la zona cisternal, dado que ambos
componentes se encuentran retenidos en los alvéolos y finos conductos por fuerzas de
capilaridad. Ademas, la cantidad de leche que queda retenida en la ubre en la zona alveolar
tras el ordeno (leche residual, con una alta concentracion de células somaticas y grasa) es
proporcional a la cantidad de leche que habia en la ubre antes del ordefio. Es decir, tras el
ordefio de la manana queda mas leche residual que tras el ordefio de la tarde. Por tanto, tras
el ordefio de la mafiana una gran cantidad de leche residual, con alta concentracion de
células somaticas, desciende hasta la cisterna; en las siguientes horas esta leche va
diluyéndose (Gonzalo et al., 1994) a medida que va descendiendo a la cisterna la leche
nuevamente sintetizada. En resumen, en la leche obtenida en el ordefio de la tarde (menor
intervalo horario) habra una mayor concentracion de células somaticas, respecto al ordefio
de la mafana, por dos motivos: a) porque inicialmente en la ubre existia (tras el ordefio de
la mafiana) una mayor cantidad de leche residual, con alta concentracion de células
somaticas; b) porque transcurren menos horas desde el ordefio anterior (de la mafiana), de
forma que se sintetiza menos leche y por tanto, se diluye, menos la leche residual que habia

permanecido en la ubre.

3.2.1.3. Numero de ordefios al dia

Al reducir o aumentar el numero de ordefios al dia la produccion diaria de leche
disminuye o se incrementa, respectivamente. En la raza Murciano-Granadina, el
incremento de produccion de leche al pasar de un ordefio al dia (1X) a dos ordefos al dia
(2X) esta en un 15-18% (Salama et al., 2003a). En la raza Alpina, al pasar de 2X a 1X la
produccion de leche se reduce en un 15-17% (Marnet et al., 2005; Lefrileux et al., 2008).
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En principio, cabria esperar que, por un efecto de dilucion, el RCS variara en sentido
contrario a la produccion de leche. Sin embargo, los resultados de la bibliografia no son
coincidentes. Por ejemplo, en la raza Murciano-Granadina Salama et al. (2003a) no
encuentran diferencias en el RCS de la leche de tanque al comparar los ordefios 1X y 2X.
Por el contrario, Komara et al. (2009), en dos experimentos realizados con cabras Alpina,
encuentra que solamente en uno de ellos, y considerando exclusivamente a las cabras
multiparas, se produce un aumento de los recuentos al pasar de 2X a 1X (179.800 y
400.300 céls/ml, respectivamente). En otros trabajos realizados en ganado vacuno
(Rémond et al., 2004) y ovino (Nudda et al., 2002) coinciden en encontrar un incremento

de los recuentos en 1X respecto a 2X.

3.2.1.4. Variaciones diarias

En el ganado caprino varios autores han sefialado una importante variabilidad del
RCS tanto diaria (Randy et al., 1988; Zeng et al., 1997) como semanal (Pettersen, 1981) y
mensual (Martinez, 2000). Asi, el RCS en cabras de primer parto puede pasar de un dia a
otro de valores de menos de 200.000 cels/ml a 1.000.000 cels/ml (e incluso mas de
2.000.000 cels/ml) para al dia siguiente volver a la normalidad (Zeng et al., 1997). Ademas
estas elevaciones bruscas se pueden producir en varias ocasiones durante la lactacion
(Figura 5). En los trabajos de Randy et al (1988) y Zeng et al. (1997) no se aportan datos
sobre el analisis bacteriologico ni sobre el virus de la AEC, lo cual no permite descartar
que este hecho pueda tener, en ultima instancia, una causa infecciosa. Pero el experimento
realizado por Martinez (2000) si que confirma la existencia de bruscas fluctuaciones

mensuales del RCS, en ambas glandulas del mismo animal, en ausencia de I[IM.

3.2.1.5. El estado de lactacién

Se trata de la variabilidad fisiologica ligada al ciclo lactacion-secado, observandose
recuentos elevados durante la fase calostral (Cattaneo et al., 2006), un descenso durante los
primeros 20 dias de lactacion (Rota et al., 1993b) y, a continuacién, un aumento

continuado a medida que avanza la lactacion (Figura 6), con una elevacion mas marcada
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FIGURA 5. Dos ejemplos de fluctuaciones diarias del RCS en la leche ordefiada de una
cabra (Ejemplo A: Randy et al., 1988; Ejemplo B: Zeng et al., 1997).

durante los dias previos al secado. Hay varios trabajos que describen lactaciones enteras
proporcionando resultados de bacteriologia (Dulin et al., 1983, Kalogridou-Vassiliadou et
al., 1992; Sanchez, 1998). Dichos estudios muestran como la curva de la concentracion
celular es la imagen inversa a la curva de produccion lechera (Figura 6). Los valores
medios obtenidos por dichos autores a partir de glandulas libres de infeccion intramamaria
son: 200.000 a 500.000 cels/ml al inicio de lactacién y luego aumenta progresivamente
hasta 1.000.000-3.100.000 cels/ml al final de la misma, ¢ incluso mas durante los ultimos
dias. De este modo, la concentracion celular de la leche de cabra es tan elevada al final de
la lactacidon que es imposible distinguir entre glandulas no infectadas y sanas mediante el
RCS (Corrales et al., 1996; Moroni et al., 2005). En base a ello algunos autores (De

Cremoux et al., 1996) indican que el estado de lactaciéon se puede considerar como el
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principal factor de variacion del RCS de naturaleza no infecciosa a nivel de leche
individual. Otra consecuencia de este hecho es que, en rebafios que se manejan en un unico
lote, el RCS en la leche de tanque aumenta tanto al final de la lactacion que podria llegar a

ocasionar penalizaciones en el pago de la leche por calidad.
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FIGURA 6. Evolucién de la produccion de leche y del RCS en ganado caprino a lo largo
de la lactacion (Rota et al., 1993b).

El aumento del RCS conforme avanza la lactacién depende del estado infeccioso de
la ubre, ya que se observa de forma mas clara en glandulas no infectadas que en infectadas
(Ferrer et al., 1996a y 1996b). En este sentido, De Cremoux et al. (1996) encuentran que el
estado de lactacion unicamente es significativo cuando las cabras presentan ambas
glandulas sanas o alguna/s infectada/s por ECN, y no es significativo cuando los animales
estan infectados por patdgenos mayores. Esta elevacion hace que, al final de la lactacion,
las cabras sanas presenten similares recuentos que las infectadas por ECN al inicio de la
misma, pero siempre inferiores a los observados en cabras infectadas por patdgenos

mayores (Tabla 4).

Varios autores han explicado el incremento del RCS a lo largo de la lactacion a
través de un efecto dilucion (Paape et al., 2007) ya que el avance de la lactacion lleva
implicito una disminucién de la produccion y existe una correlacion significativa y

negativa entre el RCS y la produccion lactea (Rota et al., 1993a; Zeng y Escobar; 1995),
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TABLA 4. Influencia del estado de lactacion sobre el RCS en funcion del estado
infeccioso de la ubre en ganado caprino (De Crémoux et al., 1996).

Sanas Infectadas por ECN Infectadas por PM

Estadc()DI;;c)tacién Lac 1+2 Lac >3 Lac 1+2 Lac >3 Lac 1+2 Lac >3
n MG | n MG. n MG. | n° MG. n M.G. n M.G.
0-100 307 244 | 273 421 354 680 | 503 798 | 16 2097 | 42 2428
101-200 349 370 | 284 628 454 887 | 618 1132 | 25 2881 | 47 2649
=201 388 590 | 256 1175 | 531 1289 | 578 1742 | 30 2990 | 39 3268

Lac: Numero de lactacion, ECN: estafilococos coagulasa negativo, PM: patéogenos mayores, Nn: nimero de

efectivos, M.G.: media geométrica.

siendo ésta mas elevada al final de la lactacion que al principio (Baudry et al., 1993). No
obstante, es posible que el brusco aumento del RCS que se produce al final de la lactacion
no sea debido solamente al descenso de la producciéon, ya que algunos autores han
encontrado que en esos momentos existe una mayor actividad de el/los factor/es
quimiotécticos de PMN vy, por tanto, un aumento de la transferencia de estas células de la
sangre a la leche, lo cual podria desempefiar una funcién reguladora fisioldgica en la

involucioén de la glandula mamaria (Manlongat et al., 1998).

En el ganado caprino a medida que avanza la lactacion aumenta el porcentaje de
PMN en la leche, mientras que el porcentaje de macréfagos disminuye (Dulin et al., 1983;
Rota et al., 1993a ). La evolucion de los linfocitos no estd clara, dado que los trabajos
anteriores muestran una tendencia contraria. Ademads, en esta especie no se dispone de
informacion sobre el recuento diferencial en la fase de calostro o en el entorno del secado.
En ganado vacuno, se ha comprobado que existen importantes cambios en la poblacion de
leucocitos en las dos fases citadas: los PMN son el tipo celular mayoritario durante la fase
calostral, mientras que durante el resto de la lactacion y, especialmente durante el secado,

los macréfagos son mayoritarios (Lee et al., 1980).
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3.2.1.6. Numero de lactacién

El numero de lactacion es un importante factor de variacion del RCS, de manera
que las cabras de mayor edad presentan valores significativamente superiores (De
Cremoux et al., 1996; Ferrer et al., 1996b; Baudry et al., 1996; Kosev et al. 1996; Sinapis
et al., 1999; Paape et al., 2007; Figura 7), lo cual podria ser debido a un aumento paralelo
de las infecciones subclinicas y/o a la mayor sensibilidad de la glandula mamaria a los
traumatismos ocasionados por el ordefio (De Cremoux et al., 1996). No obstante, en
ausencia de infeccion intramamaria, todos los autores también encuentran que el RCS
aumenta al pasar de la 1% a la 3 lactacidn; por el contrario esta en discusion si en las cabras
de 2? lactacion el RCS aumenta significativamente (Sanchez, 1998) o no (Dulin et al.,
1983; De Cremoux et al., 1996; Martinez, 2000; Leitner et al., 2007) respecto a las cabras

de 1? lactacion.

Sanchez (1998) también observa en animales AEC-seronegativos y en ausencia de
infeccion intramamaria que el RCS aumenta de la primera (140.000 células/ml, media
geométrica) a la quinta lactacion (667.000 cels/ml). Paraddjicamente los animales de siete
lactaciones presentan valores inferiores (311.000 células/ml), lo cual es explicado por la

elevada produccion de los mismos.
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FIGURA 7. Evolucion del RCS a lo largo de la lactacion segun el numero de lactacion de
las cabras (Paape et al., 2007).Datos procedentes del control lechero de 26.600
cabras.
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En realidad la influencia del nimero de lactacion sobre el RCS esta en funcion del
estado sanitario de la ubre del animal, asi como del agente implicado en caso de que exista
infeccion intramamaria. Asi, De Cremoux et al. (1996) encuentran que la edad no tiene una
influencia significativa sobre el RCS en cabras infectadas por patdgenos mayores, mientras
que en el caso de cabras infectadas por ECN el efecto de la edad es tan solo significativo a
partir de los 100 dias de lactacion (Tabla 4). Por otra parte, Luengo et al. (2004)
encuentran que, considerando solamente a las glandulas con IIM, el RCS no es mas

elevado en los animales de mayor edad.

3.2.1.7. Tipo de parto v sistema de lactancia

La mayoria de trabajos encuentran que el tipo de parto influye sobre el RCS de la
leche. Asi, en caprino (Sinapis et al., 1999) y en ovino (Gonzalo et al., 1994; Lagriffoul et
al., 1996) se obtienen recuentos mas elevados en los animales con parto y cria multiple que
en aquellos con parto y cria simple, a pesar de que los primeros producen mas leche que
los segundos. Este resultado podria ser atribuido a que empeora el estado sanitario de la
ubre en aquellas madres que dan de mamar a dos crias frente a las que Unicamente
amamantan a una. Sin embargo, esta explicacion parece insuficiente, dado que Luengo et
al. (2004) también encuentran que, criando los cabritos en lactancia artificial, las cabras de
parto multiple también tienen recuentos mas elevados que los de parto simple. A pesar de
lo sefialado anteriormente, debemos precisar que algunos estudios no encuentran que el
tipo de parto influya sobre el RCS (Fuertes et al., 1998 y Sanchez et al., 2000, en ovino y

caprino, respectivamente).

Respecto al sistema de lactancia, Delgado-Pertinez et al. (2009) no encuentran que
el sistema de media leche (cria de cabritos y ordefio) incremente el RCS respecto al
sistema de lactancia artificial (ordefio exclusivo desde el parto).

3.2.1.8. Raza

El efecto que tiene la raza sobre el RCS ha sido estudiado en varios trabajos

obteniéndose resultados contradictorios. A partir de glandulas libres de infeccion
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intramamaria Kosev et al. (1996) no encuentran diferencias significativas entre los RCS
obtenidos en dos razas autdctonas bulgaras. En cambio Calderini et al. (1996) hallan en la
raza Saanen recuentos inferiores (575.000 células/ml) con respecto a la raza Alpina
(716.000 células/ml), considerando solamente en este estudio a los animales libres de 1M,
mantenidos en las mismas condiciones, y constatando una similar produccion lactea en

ambas razas.

Otros autores también han estudiado este aspecto aunque sin realizar el
correspondiente analisis bacteriologico. Aleandri et al. (1996) y Paape et al (2007) también
observan que las cabras Saanen dan lugar a RCS mas bajos que las Alpinas. En cambio
Baudry et al. (1996) encuentran para dichas razas valores similares a partir de la leche del
control lechero. Igualmente, Schmidlin et al. (1996) observan en Suiza valores de RCS del
control lechero similares en diferentes razas. Finalmente, Zeng y Escobar (1996) tampoco

encuentran diferencias significativas del RCS entre las razas Alpina y Nubian.

Con los resultados presentados por dichos autores no se puede concluir que exista
una influencia de la raza sobre el RCS. De este modo, en los estudios donde se constatan
diferencias entre razas, estas se podrian atribuir a la diferente situacidon sanitaria, nivel de

produccion y particularidades de manejo entre las mismas (Sanchez et al., 1998).

3.2.1.9. Nivel productivo

En ganado vacuno, varios autores han encontrado que, en ausencia de infeccion
intramamaria, y considerando el conjunto de una lactacién, la media del RCS es
independiente de la produccion media diaria; es decir el RCS no depende de la produccion
lechera (Badinand, 1994). Por el contrario la informacion disponible en ganado caprino
(Wilson et al., 1995, Sanchez et al., 2000; Martinez, 2000) indica que, en ausencia de

infecciodn, los animales menos productivos dan lugar a recuentos mas elevados.

3.2.1.10. Celo

Algunos autores han encontrado que cuando las cabras se encuentran en celo, ya
sea natural (Moroni et al., 2007) o inducido (aplicacion de esponjas vaginales impregnadas

de progestagenos e inyeccion de PMSG+prostaglandinas) tanto en la estacion de estro
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(Aleandri et al., 1996) como en la de anoestro (McDougall y Voermans, 2002), se produce
un importante incremento del RCS en la leche. Este aumento no se explica por el ligero
descenso de la produccion de leche, lo cual indicaria que es el propio celo el responsable
directo del aumento celular, probablemente por mecanismos fisioldgicos atin desconocidos

(McDougall y Voermans, 2002).

Debemos precisar que los tres trabajos citados anteriormente se llevaron a cabo con
animales que se encontraban a final de la lactacion (hacia el 8° mes) por lo que permanece
la duda de si el efecto del celo es similar en otros estadios de la lactacion. Ademas existe
controversia en cuanto a si el efecto del celo sobre el RCS depende o no del estado
infeccioso de la glandula. Asi, Bergonier et al. (2003) indican que el estro podria provocar
un mayor aumento del RCS en las glandulas con IIM que en las glandulas sanas. Por el
contrario, McDougall y Voermans (2002) no encuentran que el efecto del celo sobre el

RCS sea diferente en las glandulas sanas y en las infectadas.

Finalmente, debemos remarcar que los trabajos disponibles en ganado vacuno sobre
el efecto del estro, natural o inducido, sobre el RCS no aportan resultados concluyentes

(McDougall y Voermans, 2002).

3.2.2. Factores extrinsecos a los animales

El manejo del rebafio es uno de los factores mas destacados que influyen sobre el
RCS (Sénchez et al., 1998a), de manera que diferentes autores (Nesbakken, 1976; Manser,
1986) detectan grandes diferencias entre la media de los RCS de las glandulas sanas de
diferentes rebafios. Sin embargo, es posible que las diferencias en cuanto a la edad de los
animales, periodo productivo, etc. hayan influido en esos resultados, y por tanto ello nos
impide, en ocasiones, hacer comparaciones entre rebafios. En otros trabajos, en los que se
han realizado andlisis estadisticos contemplando los factores infecciosos y no infecciosos,
también encuentran que el efecto rebano influye de forma marcada sobre el RCS (Luengo

et al., 2004; Leitner et al., 2007)

28



I. Introduccion

En general se observa que algunas actuaciones sobre los animales en lactacion
(estrés, vacunacion, salida al pasto, introducciéon del macho etc.. ) pueden ocasionar
incrementos puntuales del RCS, mientras que los factores que provocan aumentos
persistentes del RCS lo hacen, probablemente, a través de su efecto sobre la prevalencia de

infecciones intramamarias.

3.2.2.1. El ordeno

El ordefio es uno de los factores de manejo que mas influye en la epidemiologia de
la infeccion intramamaria y, por consiguiente, sobre el RCS. Los diferentes aspectos
relacionados con el ordefio (disefio, mantenimiento y uso de la maquina de ordefio) pueden
incrementar la incidencia de mamitis a través de dos efectos: a) por ser fuente y vehiculo
de transmision de gérmenes, y b) por su accion traumatica sobre el extremo del pezon, lo
que facilitaria la colonizacion de la glandula mamaria por las bacterias. Varias revisiones
bibliograficas sobre este tema pueden ser consultadas en Peris et al. (2002a, 2003, 2004a y
2004b) y Diaz et al. (2004).

El efecto que tiene el tipo de ordefo (manual o mecéanico) sobre el RCS en ganado
caprino ha sido estudiado por varios autores, aunque los resultados no siempre son
coincidentes. Randy et al. (1991) obtienen recuentos inferiores en los animales ordefados a
maquina, mientras que Kosev et al. (1996) y Delgado-Pertifiez et al. (2003), este Gltimo en
leche de tanque, hallan menores recuentos en el ordefio efectuado a mano. Por su parte,
Zeng y Escobar (1996) observaron recuentos similares en ambos tipos de ordefio.
Posiblemente las diferencias halladas en estos estudios sean debidas a diferentes
prevalencias de la infeccion intramamaria, distintos periodos productivos, edad de los

animales, etc.

Varios trabajos (Lu et al., 1991; Sinapis et al., 1999) han encontrado que los
diferentes parametros de la maquina de ordefio tienen un efecto significativo sobre el RCS.
Asi, Lu et al. (1991) observan que la utilizacion de un nivel de vacio bajo (38 kPa)
ocasiona RCS menores (392.000 cels/ml) que cuando el nivel de vacio es mas elevado

(563.000 cels/ml a 45 kPa, y 704.000 cels/ml a 52 kPa). Con respecto a la relacion de
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pulsacion, los citados autores detectan los menores recuentos a 60:40 (704.000 cels/ml) y
los mayores a 70:30 (854.000 cels/ml) y a 50:50 (1.259.000 cels/ml). En cuanto a la
velocidad de pulsacién los menores recuentos se obtienen a 120 p/min (602.000 cels/ml),
ligeramente mayores a 90 p/min (705.000 cels/ml) y muy superiores a 60 p/min (1.687.000
cels/ml). No obstante, las diferencias observadas entre distintos valores de los parametros
de la maquina de ordefio podrian deberse mas a un efecto favorecedor de la instauracion de
una infeccidn intramamaria que a un efecto directo sobre el RCS, ya que en dichos trabajos
no se aportan resultados de andlisis bacterioldgicos. Billon et al. (1999) también
encuentran que la aparicion de un defecto puntual de la pulsacion (un déficit de la fase de
masaje) aumenta el RCS en ganado caprino, incluso en ausencia de infecciones

intramamarias

En cabras de raza Murciano-Granadina, Diaz (2009; comunicaciéon personal) no
encuentra que dos combinaciones de parametros (vacio, velocidad y relacion de pulsacion
de 40/90/60 vs 36/120/60) influyan sobre el RCS. Manzur (2007) no consigue demostrar
que el RCS varie con el tipo de conduccion de leche (linea media vs linea baja), pero si
observa que la utilizacion de pezoneras con valvulas automaticas, en las que no se corta
manualmente el vacio antes de la retirada de las pezoneras, aumenta el riesgo de mamitis y

eleva el RCS al inicio de la lactacion.

3.2.2.2. La alimentacion

Los diferentes trabajos realizados no permiten relacionar claramente determinadas
materias primas, o diferentes niveles de energia o de nitrégeno de la racion, con el RCS.
Sin embargo, se acepta que la falta o deficiencia de ciertos elementos presentes en la dieta
puede favorecer la instauracion de una infeccion intramamaria. Por ejemplo, la vitamina A
y el B-caroteno por una parte, y la vitamina E y el selenio por otra, tienen un papel
importante en la conservacion de la integridad, estructural y funcional, de los PMN, y la
estimulacion de las defensas celulares de la mama (Bergonier et al., 1996). Sanchez et al.
(2007) encuentran que la administracion de selenio, en explotaciones extensivas situadas
en areas deficitarias en este elemento, disminuye la incidencia de mamitis clinica y el RCS
de la leche. Asimismo la suplementacion de la dieta de las cabras con metionato de zinc

parece incrementar la resistencia a la mamitis y, ademas, aumentar la resistencia del animal
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frente al estrés dado que éste ultimo provoca una menor elevacion del RCS (Salama et al.,

2000).

Una racién no equilibrada en nitrogeno, energia o minerales puede ser el origen del
aumento del RCS en la leche de tanque. Generalmente, cuando la alimentacion causa
trastornos metabolicos (acidosis, alcalosis, etc.) provoca elevaciones del RCS (Lerondelle
et al., 1992; Fedele et al., 1996). Probablemente este incremento sea debido, al menos en
parte, a una menor produccion lactea en los animales que sufren dichos trastornos, lo cual

se traduce en una mayor concentracion celular.

Fedele et al. (1996) han estudiado el efecto de diferentes tipos de raciones sobre el
RCS. Estos autores observan que cuando las cabras son alimentadas uUnicamente en
pastoreo (sin suplementacion) los valores medios de RCS son ligeramente mas bajos que
cuando se les suplementa con un concentrado energético (cebada), mientras que los
mayores recuentos se obtienen cuando se suplementa con un concentrado proteico. Esto
podria deberse a un efecto irritativo de la urea eliminada por la glandula mamaria (Issartial,

1990), como consecuencia de un exceso de proteina en la racion.

3.2.2.3. Estrés

Diversas actuaciones en el rebafio, que presumiblemente crean algun tipo de estrés
en los animales, provocan elevaciones del RCS, probablemente puntuales, en la leche de

tanque.

Por ejemplo, en la época de cubricion de las cabras, época en que se introducen los
machos en el rebano, suele producirse un aumento del RCS en la leche de tanque
(Calderini et al., 1996; Aleandri et al., 1996; Wilson et al., 1995; Borges et al., 2004). Sin
embargo, permanece la duda de si este aumento es debido exclusivamente al efecto del
celo (ver apartado 3.2.1.9.) o si, ademads, la introduccion del macho genera en las cabras

suficiente estrés como para elevar el RCS.

Por otro lado, diversas practicas de manejo como las extracciones de sangre y la

intradermorreaccion tuberculinica pueden elevar los recuentos a nivel de leche de tanque
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de forma pasajera (Corrales et al., 1997). Asimismo también se ha detectado un incremento

del RCS tras la vacunacion frente a la enterotoxemia (Lerondelle et al., 1992).

Algunos autores indican que ciertos cambios bruscos en el manejo del ordefo
también pueden elevar puntualmente el RCS. Salama et al. (2003b) encuentran que un
ordefio ocasional a mano, en animales que estan habituados al ordefio a maquina, genera
suficiente estrés como para duplicar el RCS en el ordefo siguiente. Karzis et al. (2004)
observan que un ordefio irregular, a consecuencia de fallos en el suministro de electricidad

a la maquina de ordefio, también provoca una elevacioén del RCS en el ordefio siguiente.

Finalmente, el ejercicio fisico intenso o el transporte de los animales también
podrian elevar el RCS. Por ejemplo, en ganado vacuno se ha comprobado que cuando se
somete a los animales a largas marchas se eleva el RCS, siendo este incremento mas
marcado en los animales afectados de mamitis (Coulon et al., 1998). Respecto al
transporte, el Unico trabajo disponible realizado en ganado caprino (McDougall et al.,
2002) encuentra que el estrés provocado por el transporte de los animales en camion
durante 45 minutos no afecta, a corto plazo (una hora después del transporte), al RCS de la

leche.

3.2.2.4. Estacionalidad

Los resultados analiticos obtenidos en los laboratorios interprofesionales, en
muestras de leche de tanque, indican que el RCS en la leche de cabra sufre una fuerte
estacionalidad. En general existe coincidencia en que los valores minimos se alcanzan a
principios de la primavera, entre los meses de marzo y abril, mientras que existen
discrepancias en cuanto a la época en que se obtienen los valores maximos. En la
Comunidad Valenciana, en la Comunidad Murciana, y, probablemente, también en
Andalucia, los valores maximos aparecen entre julio y septiembre (Torres et al., 1999;
Peris et al., 2002b; Delgado-Pertifiez et al., 2003; Figura 8), mientras que en Castilla-Le6n
(LILCYL, 2000) y en varias regiones de Francia (De Cremoux, 1999) los maximos

recuentos se situan en el otoiio.

El principal factor que puede explicar esta evolucion estacional es la distribucion de

los partos en cada zona geografica. Asi, en las Comunidades de Valencia y Murcia suele
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ser mas frecuente los partos de otofo, de forma que durante los meses de otofio e invierno
las cabras estan en su primera mitad de lactacion y, por tanto, los recuentos son bajos (ver
apartado 3.2.1.5.), mientras que en verano los animales se encuentran al final de la
lactacion (en muchas ocasiones se deja de ordefiar en agosto) y, por consiguiente, los
recuentos son los mas altos del ano. En otras zonas mas frias, suele ser mas frecuente
planificar los partos hacia final de invierno o principios de primavera, de modo que las
cabras se encuentran al final de la lactacion durante el otofio y, por tanto, es la época de

valores maximos de RCS.
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FIGURA 8. Evolucion mensual de la media aritmética del RCS y del porcentaje de
muestras con recuentos inferiores a 1.500 x 10° UFC/ml (%RCS.<1.500) en
muestras de leche de cabra procedentes de las CC.AA. Valenciana y Murciana (
Peris et al., 2002)

El binomio fotoperiodo-temperatura influye sobre la produccion de leche e
indirectamente, de forma inversa, sobre el RCS. Asi, en la primavera (fotoperiodo
creciente, temperaturas suaves, en ocasiones mejor alimentacion) tiende a aumentar la
produccion de leche de los animales y, por tanto, el RCS disminuye. Por el contrario en los
meses de otofio la situacion seria la inversa. Por otra parte, en el verano cabe esperar que
los recuentos tiendan a aumentar en la medida que las altas temperaturas disminuyan la
produccion de leche. Finalmente, los recuentos también tenderan a aumentar en el/los
mes/es que se concentren las cubriciones, tal y como ya se comentd en los apartados

3.2.1.10y 3.2.2.3.
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3.2.2.5. Tratamientos hormonales

Moroni et al. (2007) encuentran que el RCS evoluciona a lo largo del ciclo estral de
la cabra, de modo que los recuentos son minimos en la fase luteal (cuando estan aplicadas
las esponjas con progestagenos en la sincronizacién de celos), y aumentan los recuentos
durante el celo. Por otra parte, Jiménez et al. (2009) observan que los implantes de

melatonina disminuyen los recuentos en el ganado caprino.

3.3. OTROS FACTORES DE VARIACION

3.3.1. Método de recuento

Tal y como ya se ha comentado, la leche de cabra presenta la peculiaridad de
contener un elevado numero de particulas citoplasmaticas. Por tanto, para realizar el RCS
sin tener en cuenta estas particulas se deberian utilizar exclusivamente métodos especificos

de ADN (Dulin et al., 1982; Dulin et al., 1983; Sierra et al., 1998).

El recuento a microscopio es el método de referencia para llevar a cabo el RCS
(ISO/IDF, 2008). Las tinciones especificas de ADN que se han utilizado con mayor
frecuencia han sido la de rojo metilo-verde pironina (tincién de referencia en EE.UU.),
May-Griinwald-Giensa y tricromico de Gallego (Contreras et al., 1998; Gonzalo et al.,
1998a; Berry y Broughan, 2007). Sin embargo la tincion con azul de metileno, a pesar de
estar reconocida por la IDF como tincidon de referencia para la leche de vaca (tincion de
Newman-Lampert modificada; ISO/IDF, 2008), no deberia utilizarse en la leche de cabra
dado que no es especifica de ADN vy, por tanto, no permite diferenciar entre leucocitos y
particulas citoplasmaticas, lo que implicard que los recuentos sean superiores a los reales
(Quervel y Trossat, 2005; citado por Raynal-Ljutovac et al., 2007). De hecho, la nueva
normativa sobre recuento de células somaticas (ISO/IDF, 2008) ya recomienda la tincion

rojo metilo-verde pironina para realizar el RCS en la leche de cabra.
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En cuanto a los métodos automatizados utilizados en laboratorio, podemos sefialar
dos tipos: el contador de particulas (Coulter Counter; EEUU) y el método fluoro-opto-
electrénico (Fossomatic; Foss, Dinamarca; Somacount, Bentley, EEUU; Somascope,
Delta, EEUU). El primero de ellos también contabiliza las particulas citoplasmaticas,
obteniéndose recuentos aproximadamente el doble a los hallados mediante un contador
tipo Fossomatic (Dulin et al., 1982; Poutrel y Lerondelle, 1983a; Lerondelle, 1984; Ferrer

et al., 1996b), de modo que su uso también estd desaconsejado en la leche de cabra.

El método fluoro-opto-electronico es un método especifico de ADN basado en el
recuento de elementos nucleados después de la tincion especifica del ADN del nucleo
celular con un colorante fluorescente (bromuro de etidio). De acuerdo a Gonzalo (1996),
este método presenta adecuados valores de precision y repetibilidad en comparacion con el
método microscopico de referencia, con un coeficiente de correlacion de 0,96. Asimismo,
Droke et al. (1993) también confirman la validez de este método, dado que no observan
diferencias significativas respecto al recuento directo mediante la tincion rojo metilo-verde
pironina. Algunos autores han encontrado que si el equipo se calibra con leche de vaca, los
recuentos tienden a ser mas elevados respecto a los obtenidos mediante el recuento a
microscopio (Zeng et al., 1999; Arcuri et al., 2004). Sin embargo, un trabajo reciente
(Quervel y Trossat, 2005) confirma que los resultados no difieren estadisticamente al

calibrar el equipo con leche de vaca o leche de cabra.

Por otra parte, también podemos destacar que en los tultimos afios se estan
comercializando equipos portatiles para poder realizar los recuentos a pie de granja. Asi
podemos mencionar el PortaSCC (PortaScience, EEUU), basado en una reaccion
enzimatica, y dos equipos que realizan el recuento electronico de las células marcadas con
un colorante fluorescente (bromuro de etidio o ioduro de propidio): el C-Reader system
(Digital Bio Tech., Corea) y el Direct Cell Counter (De Laval, Suecia). Este Giltimo equipo
ha sido evaluado en la leche de vaca ( Malinowski et al., 2008), cabra (Berry y Broughan,
2007) y oveja (Gonzalo et al., 2006; 2008), mostrando buenos resultados de precision y
repetibilidad, aunque es necesario realizar adaptaciones en la preparacion de la muestra

cuando se utiliza con leche de alto contenido en grasa y proteina (Gonzalo et al., 2008) .
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3.2.2. Conservacion, almacenamiento y temperatura de analisis de las muestras

El RCS se lleva a cabo de forma rutinaria en los laboratorios mediante el método
fluoro-opto-electronico con equipos que realizan el recuento por citometria en disco o,
mayoritariamente en la actualidad, por citometria de flujo. Varios trabajos (Gonzalo et al.,
1993, Gonzalo et al., 1998a; Sanchez et al., 2005; entre otros) han mostrado la importancia
de estandarizar la metodologia de conservacion de las muestras y de su analisis, ya que
existen ciertos factores que pueden influir en la precision de los resultados: la conservacion
de la muestra (temperatura y tiempo), el tipo de conservante y la temperatura de analisis.
Estos factores han sido estudiados ampliamente en la leche de vaca (Miller et al., 1986;
Bertrand, 1996; Barkema et al., 1997), oveja (Gonzalo et al., 1993; Gonzalo et al., 1998a;
Martinez et al., 2003; Gonzalo et al., 2003; Gonzalo et al., 2004) y, mas recientemente, en

la leche de cabra (Zeng et al., 1999; Sanchez et al., 2005; Sierra et al., 2006).

En primer lugar debemos sefialar que se obtienen menores recuentos cuando las
muestras se analizan demasiado pronto tras el ordefo. Por ejemplo, en la leche de vaca se
aconseja no analizar el RCS antes de doce horas post-ordefio, si no se emplea conservante,
y antes de 6 horas si se emplea conservante (IDF, 1995). En leche de cabra, Sierra et al.
(2006) observan un ligero descenso en el RCS cuando las muestras se analizan tan solo 3 h
tras la recogida, con independencia de si se utiliza o no conservante (bronopol) y la
temperatura de analisis de la leche (40°C 6 60°C). En leche de oveja, Gonzalo et al. (2003)
también encuentran menores recuentos si las muestras se analizan en las primeras 12 horas

tras la recogida y no disponen de conservante o éste es el azidiol.

Respecto a la conservacion de la muestras, estas no se deben mantener a
temperatura ambiente. En este caso si las muestras no contienen conservante se
producird un crecimiento bacteriano y la formacion de “pelotas de gérmenes” que daran
lugar a recuentos excesivamente elevados (Gonzalo et al., 1998; Gonzalo et al., 2003). Por
el contrario si las muestras contienen un conservante, éste impedird el crecimiento de los
gérmenes, pero a temperatura ambiente se produce un rapido deterioro de las integridad de
las células somaticas y, por tanto, descienden los recuentos a medida que van
transcurriendo los dias (Kennedy et al., 1982 y Gonzalo et al., 2003, en leche de vaca y

oveja, respectivamente).
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En un trabajo reciente realizado con leche de cabra, Sanchez et al (2005)
encuentran que la conservacion de las muestras en refrigeracion (4°C), sin ningan
conservante, permite recuentos estables hasta 10 dias. No obstante, otros autores
desaconsejan realizar los recuentos en muestras refrigeradas sin conservante, por que éstos
tienden a disminuir o a empeorar la correlacién con el método de referencia (Arcuri et al.,
2004; Gonzalo et al., 1998a, en leche de oveja). Entre los conservantes utilizados en
muestras refrigeradas, el bronopol es el que, en general, ha permitido obtener mejores
resultados, ya que los recuentos disminuyen en poca medida (<5% en leche de cabra y
<2.8% en leche de oveja; Sanchez et al., 2005; Gonzalo et al., 2003) durante los primeros
10 dias de refrigeracion. Asi mismo, es muy probable que el dicromato potasico también
permita obtener resultados similares a los que se logran con el bronopol, tal y como se ha
demostrado en la leche de oveja (Gonzalo et al., 1998a) y vaca (Bertrand, 1996).
Finalmente varios trabajos coinciden en que la utilizacion de azidiol, en leche refrigerada,
provoca un descenso de los recuentos tanto en leche de cabra (del 15%, Sanchez et al.,

2005) como en leche de oveja (Gonzalo et al., 1998a).

En general la congelacion de las muestras tiende a disminuir los recuentos,
probablemente por la degeneracion nuclear que se produce y, por tanto, por que disminuye
la capacidad del ntcleo para tomar el colorante fluorescente. Por ejemplo, en la leche de
vaca no se recomienda congelar las muestras de leche ya que los recuentos pueden
disminuir entre un 10 y un 20%, dependiendo de la edad de las muestras y el proceso de
descongelacion (ISO/FIL, 2008). No obstante, esta practica si que podria ser utilizada
cuando los recuentos se llevan a cabo para identificar a los animales afectados de mamitis
(Barckema et al., 1997). En leche de oveja, Martinez et al. (2003) encuentran que tras la
congelacion de muestras con azidiol disminuyen los recuentos, pero esto no ocurre en
muestras sin conservante o con bronopol o con dicromato potéasico. En leche de cabra,
Sanchez et al. (2005) también encuentran que el bronopol permite una mayor
estabilizacion de los recuentos tras la congelacion (respecto al azidiol o la no utilizacién de
conservante) aunque €stos disminuyeron en un 4-7%. De acuerdo a estos ultimos autores,
es posible que el bronopol ayude a que el colorante fluorescente penetre en mayor medida
en las células, lo que daria unas sefales fluorescentes mas fuertes en los equipos que

analizan mediante el método fluoro-opto-electronico.
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Varios trabajos han estudiado el efecto de la temperatura de analisis (40 vs 60°C)
con resultados no siempre coincidentes. Los primeros estudios realizados en leche de vaca
encontraron que los recuentos eran mas elevados a 60°C que a 40°C, en muestras que se
analizaban el mismo dia de la recogida y no disponian de conservante (Miller et al., 1986).
La hipdtesis era que el tratamiento térmico deterioraba las células, lo que facilitaba la
penetracion del colorante hasta el nticleo. Este hecho también fue encontrado por Gonzalo
et al. (2003) en la leche de oveja. Sin embargo, trabajos posteriores en leche de vaca
(Hachana et al., 2008), oveja (Gonzalo et al., 2004) y cabra (Sierra et al., 2006) no han
confirmado que, en muestras sin conservante analizadas en las primeras horas tras el
ordefo, los recuentos varien segiin la temperatura de analisis (40°C vs 60°C). Por otra
parte, en muestras de leche de oveja conservadas mediante congelacion, Martinez et al.
(2003) encontrd que el analisis a 60°C provocaba un descenso en los recuentos, en relacion
al analisis a 40°C. Sin embargo, un experimento similar realizado en leche de cabra (Sierra
et al., 2006) no encontrd que los recuentos difirieran en ambos tipos de temperatura de

analisis.

En resumen, en base a los trabajos citados, Gonzalo (2005) y Raynal-Ljutovac et al
(2007) indican que, en la leche de oveja y cabra, los mejores resultados de precision y
repetibilidad del RCS se obtienen utilizando muestras de leche conservadas con bronopol,
almacenadas a temperatura de refrigeracion y analizadas a 40°C dentro de los 5 dias tras su
recogida. Ademads, la mayoria de los trabajos también encuentran que, en muestras sin
conservante mantenidas en refrigeracion, los recuentos a 24-48 h tras la recogida apenas
difieren respecto a las condiciones sefialadas anteriormente (Martinez et al., 2003; Gonzalo

et al., 2003; Sanchez et al., 2005
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Il JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Muchos trabajos han puesto de manifiesto que, en la leche de cabra, el RCS esta
influido por un gran ndmero de factores infecciosos y no infecciosos, siendo estos ultimos
mucho mas marcados que en la leche de vaca y oveja. Sin embargo, existe una gran
variabilidad en los recuentos individuales que, en muchas ocasiones, no puede ser
explicada. Por ejemplo, Wilson et al. (1995) encontrd que el 75% de la variacion del RCS
de las cabras de un rebafio no podia ser explicada a partir de los factores infecciosos y no
infecciosos habitualmente descritos. Esta variabilidad en el RCS, de origen desconocido,

provoca importantes perturbaciones en dos aspectos de relevancia economica:

a) La identificacién de los animales afectados por mamitis a partir del RCS.

b) La relacion entre el RCS de la leche de tanque, la prevalencia de mamitis en el
rebafio y la propia calidad de la leche. Debemos precisar que en muchas
regiones de la Union Europea la leche de cabra se paga a los ganaderos con

primas y/o penalizaciones relacionadas con el RCS en la leche de tanque.

En un trabajo anterior, nuestro equipo comprob6 que, en cabras libres de IIM,
existia una gran variabilidad en el RCS de los controles mensuales realizados a lo largo
de toda una lactacion (Martinez et al., 2000). En concreto se identificaron elevaciones del
RCS bruscas (incremento del RCS de 5 veces, con valores superiores a 1 millén de
cels/ml) y puntuales (es decir, en un solo control, ya que los recuentos eran bajos tanto en
los controles anteriores como posteriores) que no podian ser explicadas por motivos
infecciosos (andlisis bacteriolégicos y de AEC siempre negativos; ademas estas
elevaciones del RCS se producia en ambas glandulas del mismo animal), ni por fenémenos
de dilucion (la produccion de los animales apenas variaba en los controles que presentaban
elevaciones bruscas del RCS). A estas elevaciones les denominamos Elevaciones
Transitorias del RCS (ETrcs). En total se detectaron un 6% de ETrcs (33 elevaciones de
un total de 552 controles) que afectaron al 28% de las cabras libres de mamitis utilizadas
en el estudio (28 cabras de un total de 100). Ademas, el nimero de ETrcs aumento
ligeramente con la edad de los animales (4, 5y 7 % de elevaciones en las cabras de 1?3, 22y
>3 lactacion) y se concentraron principalmente en el 3*y 4° mes de lactacion (66% de las

elevaciones).
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En otros trabajos, en que los recuentos se llevaron a cabo con periodicidad diaria
(Randy et al., 1988; Zeng et al., 1997) o semanal (Pettersen, 1981), también se observo
esta importante variabilidad del RCS en la leche de cabra, si bien en todos ellos hubieron
aspectos metodoldgicos que impiden extraer conclusiones adecuadas, ya que no se
realizaron analisis bacteriologicos (Randy et al., 1988; Zeng et al., 1997) o el RCS se llevd

a cabo por métodos no adecuados (Pettersen, 1981).

Se han descrito algunos factores que podrian ocasionar elevaciones transitorias en
el RCS, como la aparicion del celo (Aleandri et al., 1996; McDougall y VVoermans, 2002;
Moroni et al., 2007) o ciertas practicas de manejo que presumiblemente generan estrés en
el animal (cambios bruscos en el manejo del ordefio, vacunaciones, extracciones de
sangre...; Lerondelle et al., 1992; Corrales et al., 1997; Salama et al., 2003; Karzis et al.,
2004). Sin embargo, a partir de la informacion bibliografica disponible no es posible
identificar totalmente el factor o factores que serian responsables de provocar las
elevaciones transitorias del RCS descritas anteriormente, ni conocer exactamente la

evolucion diaria del RCS que se produce durante estas ultimas.

Por consiguiente se ha planteado el presente trabajo con tres objetivos principales:

a) Confirmar la existencia de elevaciones transitorias del RCS en la leche
de cabra de origen no infeccioso, mediante el seguimiento diario del RCS
en glandulas/ubres libres de infeccidn intramamaria. Ademas se pretende
evaluar la frecuencia de estas elevaciones y como evoluciona diariamente
el RCS durante estos episodios (ESTUDIOS 1y 2).

b) Determinar si la presencia del celo, inducido mediante tratamientos
hormonales, puede ser uno de los factores responsables de estas
elevaciones transitorias del RCS. También se estudiara como influye este
efecto segun el ndmero de lactaciéon y el estado sanitario de la ubre
(ESTUDIO 3).

C) Estudiar como influyen diferentes tipos de estrés sobre el RCS vy si
pueden provocar elevaciones transitorias del RCS (ESTUDIO 4).
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I1l. MATERIALES Y METODOS GENERALES

1. MATERIAL ANIMAL

1.1. CARACTERISTICAS Y MANEJO DE LOS ANIMALES

Todos los experimentos se realizaron en la granja experimental de pequefios
rumiantes del Institut de Ciéncia i Tecnologia Animal de la Universitat Politécnica de
Valéncia. La granja tiene una capacidad para 200 animales (100 ovejas de razas Guirra y
Manchega y 100 cabras de raza Murciano-Granadina) alojados en condiciones de
estabulacion permanente. La cubricion de las cabras se realizaba entre los meses de
septiembre y octubre mediante inseminacion artificial y monta natural, de forma que los
partos ocurrieron en los meses de febrero y marzo del ano siguiente. Los cabritos se
separaban de sus madres el mismo dia del parto y se criaban en lactancia artificial,
mientras que las cabras pasaban a ordefiarse a maquina, una vez al dia, durante unos 6

meseEs.

1.2 ALIMENTACION

Durante todos los experimentos la alimentacion de las cabras fue similar, siendo
formulada mediante el programa informatico “PORFAL”, basado en programacion lineal.
Los alimentos que constituian la racion fueron los siguientes: pienso concentrado
comercial ( 1-1.3 Kg/dia de concentrado “caprilactal”: 6,8% FB, 17,9% PB, 3900 Kcal EB;
Nanta S.A.), heno de alfalfa (1-1.3 Kg/dia), pulpa de naranja (unos 2 Kg/dia) y paja de
cebada. El concentrado era distribuido en los comederos del aprisco y en los comederos de
la sala de ordefio. Ademas los animales disponian de bloques de sal y de un corrector

mineral-vitaminico (Ovifort, Nanta S.A.) a voluntad.

1.3. SANIDAD DEL REBANO

El rebafio se encontraba libre de brucelosis y tuberculosis, y tenia una prevalencia

del virus de la artritis encefalitis caprina (AEC) inferior al 3%. En los diferentes controles
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realizados para detectar micoplasmas, en muestras de leche individual y de tanque, los

resultados siempre fueron negativos.

Los andlisis de AEC en sangre se realizan anualmente, a todas las cabras de la
explotacion, en la Unidad de Anélisis de Sanidad Animal de la Conselleria de Agricultura,
Pesca y Alimentacion de la Generalitat Valenciana. La técnica utilizada ha sido descrita en
Martinez et al. (2008). Se emplea un ELISA indirecto siguiendo las recomendaciones del
fabricante (ELISA VISNA-MAEDI/CAEV Serum Monocupula, Pourquier®). La lectura
se efectiia con un espectrofotdémetro Multiscan RC a 450 nm. Se consideran positivos
aquellos sueros cuya densidad Optica es superior al 120% de la densidad optica del control

positivo.

De forma rutinaria se realizaban los siguientes tratamientos:

e Desparasitacion de las cabras durante el periodo seco contra parasitos internos y
externos.

e Vacunacion contra clostridios durante la gestacion, aproximadamente en el segundo
tercio de la prefiez. Las cabritas de reposicion se vacunaron contra clostridios a los
dos meses de edad y se repiti6 a los 21 dias.

e Un mes antes del parto se aplicaba vitamina AD;E via intramuscular (2 ml por

animal).

2. RUTINA Y MATERIAL DE ORDENO

En todos los experimentos el ordefo se realizaba una vez al dia (8:30 h.) siguiendo
la rutina de apurado a maquina y retirada de pezoneras e inmersion de los pezones en yodo.
La sala de ordefio utilizada era tipo “Casse” con dos plataformas de 12 plazas cada una, 6
unidades de ordefio en linea media (2x12x6) y comedero autoblocante con entrada
secuencial y tolvas para distribucion automatica del pienso (Figura 1). Existian tres
pulsadores electronicos (1 pulsador por cada dos juegos de ordefio) regulados a una
frecuencia de pulsacion de 90 p/min y una relacién de pulsacion de 60%. El nivel de vacio
utilizado para el ordefio, medido en la unidad final, era de 40 Kpa. Se utilizaron pezoneras
con valvulas automaticas, pero se cortaba el vacio manualmente desde el colector antes de

su retirada.
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FIGURA 1. Maquina de ordeio utilizada en los distintos experimentos

3. SINCRONIZACION Y DETECCION DE CELOS

En el tercer estudio se llevd a cabo un tratamiento hormonal para provocar y
sincronizar celos empleando el mismo protocolo que habitualmente utiliza AMURVAL
para realizar la inseminacion artificial en el ganado caprino. A las cabras se les aplicaban
esponjas intravaginales impregnadas con 30 mg de FGA (acetato de flugestona; Sincropart
30mg; Ceva Salud Animal, Barcelona) durante 11 dias. Dos dias (48 h) antes de la retirada
de la esponja (dia 9 después de la puesta) se inyectd intramuscularmente 300 UI de PMSG
(Sincropart PMSG, Ceva Salud Animal) y 0,5 ml de Enzaprost (analogo sintético de la
prostaglandina PGF2a; Ceva Salud Animal). La mayoria de las cabras deberian salir en

celo a las 45 £12 horas tras la retirada de las esponjas.

La deteccion de celos se llevo a cabo trasladando cada cabra, individualmente,
hasta un parque donde estaba un macho, considerando que la cabra estaba en celo si ésta
aceptaba la monta. La deteccion de celos se llevo a cabo tres veces: a las 24, 36 y 48 horas

de la retirada de las esponjas.

4 VARIABLES MEDIDAS

4.1. PRODUCCION DE LECHE

La produccion de leche se registro con medidores volumétricos de 3.500 ml de
capacidad graduados con una escala con divisiones de 50 ml (Esneder Ref. 90001;

Industrias Berango, S.L.)
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4.2. TOMA DE MUESTRAS EN GRANJA

Durante los experimentos se tomaban tres tipos de muestras de leche, siempre

durante el momento en que se ordefiaba a los animales:

a)

b)

Muestras de primeros chorros por gldndula. Antes de la puesta de pezoneras se
recogian, mediante ordefio manual, unos 40 ml de leche de cada pezon en
frascos de polipropileno de 50 ml de capacidad y con cierre hermético. Estas

muestras se utilizaban exclusivamente para determinar el RCS por glandula.

Muestras del control lechero. A partir de la leche total ordefada de cada
animal, y tras la mezcla de la leche, se recogia una muestra de unos 40 ml en
el mismo tipo de frascos descritos anteriormente. En estas muestras se

determinaba el RCS y la composicion de la leche.

Muestras para el analisis bacteriologico por glandula. Se tomaban antes del
ordefio. Para ello, primero se limpiaba el extremo del pezén con algodén
empapado en alcohol etilico al 70 %. A continuacion se eliminaban los
primeros chorros y se recogian unos 3 ml de leche en tubos estériles de cristal
de 10 ml, claramente identificados y provistos de un tapon metalico estéril

(Figura 3).

En el Estudio 4 se recogia diariamente, siempre a la misma hora (13:00h), una

muestra de sangre de unos 3.5 ml de cada animal. Las muestras se tomaban de la vena

yugular, con jeringuillas de pléstico esteriles, y se trasvasaban a tubos de vidrio estériles de

4.5 ml que contenian anticoagulante (54 pl de 15% de solucion EDTA).

Todas las muestras de leche y sangre permanecian en refrigeracion (4°C) hasta que

fueron procesadas y/o analizadas en el laboratorio.

4.3. ANALISIS DE LA LECHE

Los analisis de células somaticas y composicion de la leche fueron realizados en el

Laboratori Interprofessional Lleter de la Comunitat Valenciana (LICOVAL).
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El recuento de células somaticas (RCS) se determind por el método fluoro-opto—
electrénico (ISO/FIL, 2008) utilizando el equipo Fossomatic 5000 (Foss-Electric S.A.;
Figura 2a). Este realiza el recuento por citometria de flujo, mediante un microscopio de
fluorescencia, a través del cual realiza el recuento de los ntcleos de las células somaticas
que previamente han sido marcadas con un colorante fluorescente (bromuro de etidio).
Diariamente se contrastaban las lecturas del equipo con patrones de leche de vaca

adquiridos en el laboratorio de CECALAIT (Poligny; Francia)

Las muestras permanecieron en refrigeracion, sin conservante, analizandose el RCS
entre las 24 y 48 tras su recogida. Inmediatamente antes del andlisis, las muestras se
calentaban en bafio Maria a 40 °C y se homogenizaba la leche antes de introducir la

muestra en el equipo.

La composicién de la leche (grasa, proteina, lactosa y materia seca) se determind

por espectroscopia del infrarrojo medio (Milko Scan FT120, Foss Electric S.A.; Figura
2B). De forma periddica los valores obtenidos por medio del equipo se contrastaban y
corregian, si era el caso, a partir de los resultados obtenidos con los siguientes métodos

manuales:

- Materia Grasa (MG): Método Gerber (FIL, 1981) expresado en % P/P

- Proteina Bruta (PB): Método Kjeldahl (ISO, 2002) expresado en % P/P

- Materia Seca (MS): Método directo de evaporacion, desecando la muestra en
estufa a una temperatura de 102 = 2 °C (FIL, 1987)

- Lactosa (L): Estimacion por diferencia (L= MS-MG-P-0.90).

El andlisis bacterioldgico se llevd a cabo antes de haber transcurrido 24 h de la

recogida de las muestras. Para ello, se sembraron 20 ul de leche de cada glandula en placas
Petri en un medio de agar-sangre (Trypticasa soja suplementado con 5% de sangre de
carnero: Lab. Bio-Meérieux). En cada placa se sembraban, por separado, las 4 muestras
correspondientes a las cuatro glandulas de dos cabras. La incubacion se efectu¢ a 37 °C

durante 5 dias, realizandose las lecturas en los dias 1, 2, 3 y 5 post-inoculacion.
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FIGURA 2. Equipos utilizados para el analisis del RCS (A-Fossomatic 5000) y la
composicion de la leche (B-MilkoScan FT 120)

Una muestra se consider6 positiva cuando presentaba, al menos, 250 ufc/ml, esto
es, 5 colonias identificables en el cultivo. En el caso de S. aureus se considerdé un
aislamiento positivo a partir de 1 ufc en la muestra sembrada (Marco, 1994). Se consider6
que una glandula estaba infectada cuando los resultados de dos muestreos consecutivos

ofrecieron cultivos positivos.

FIGURA 3. Material y procedimiento en la toma de muestras para el analisis
bacteriologico
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FIGURA 4 Siembra en placas de agar- sangre

Los criterios considerados en el laboratorio para la interpretacion de los andlisis
bacteriologicos, descritos a continuacion, estaban basados en las recomendaciones de
Marco (1994) y del Nacional Mastitis Council (Harmon et al., 1990). Las pruebas
preliminares consistieron en la anotacion, durante las sucesivas lecturas, del aspecto de los
cultivos, de su velocidad de crecimiento, su densidad y los rasgos fenotipicos de las
colonias, especialmente los relativos a morfologia, tamafio y presencia de hemolisis. En
cualquiera de los casos, a las 48 horas se efectu6d la tincion de Gram de todos los
microorganismos aislados, junto con los ensayos preliminares de catalasa y oxidasa, en
aquellas colonias de morfologia compatible con microorganismos Gram+ y Gram-,

respectivamente.

En el caso de los cocos Gram+ y catalasa + se realizaron rutinariamente las pruebas
preliminares de coagulasa y de aglutinacion rapida con particulas de latex coloreadas (Lab.
Bio-Mérieux), con el objeto de separar el S. aureus de los estafilococos coagulasa
negativos. Los cocos Gram + y catalasa — fueron considerados como estreptococos spp.
Los cocobacilos Gram+, pleomorficos, no esporulados y aerobios que no dieron lugar a
colonias visibles a 24 h y si a 48 h, fueron considerados como Corynebacterium spp. De
cada una de las glandulas infectadas se conservaron al menos 3 de los aislamientos
llevados a cabo a lo largo de los distintos controles en que permanecieron infectadas. La
conservacion se realizé bajo congelacion (-20 °C) en leche desnatada estéril con un 20 %
de glicerol (Harmon et al., 1990; Figura 5). De este modo queda abierta la posibilidad de

que, en un futuro, se pueda realizar la identificacion de la especie.
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FIGURA 5. Conservacion de gérmenes aislados

El analisis de micoplasmas fue realizado en el Laboratorio NEIKER (Derio,
Vizcaya). Anualmente se tomaban varias muestras de leche de tanque y de leche individual
de aquellas cabras que, siendo sistematicamente negativas a los analisis bacteriologicos,
presentaban elevados recuentos (méas de 1 millon de células/ml). Las muestras fueron
mantenidas en congelacion (-40°C) hasta el momento en que fueron remitidas, mediante

transporte urgente refrigerado, al citado laboratorio.

La metodologia empleada consiste en el aislamiento de microorganismos del
genero Mycoplasma spp (anteriormente denominados microorganismos  tipo
pleuroneumonia) empleando un caldo de enriquecimiento (caldo PPLO) y un medio de
cultivo selectivo solido (agar PPLO). Se inoculan 20 pl de leche en un caldo PPLO y otros
20 pl se siembran en una placa de agar PPLPO por agotamiento. Las placas y los caldos se
incuban a 37°C en atmosfera enriquecida con CO; al 7% durante un periodo de 72 horas.
Transcurrido este tiempo, con la ayuda de una lupa, se visualizan las placas de agar PPLO
para detectar las posibles colonias de Mycoplasma spp , y se resiembran por agotamiento
nuevas placas de agar PPLO con 20 pul de los caldos de PPLO inoculados. Se incuban de
nuevo las placas de agar PPLO (las iniciales y las inoculadas con los caldos) a 37°C y en

atmosfera enriquecida con CO2 al 7% hasta un méximo de siete dias

4.4, RECUENTO DE LEUCOCITOS POLIMORFONULECARES NEUTROFILOS

El recuento se llevo a cabo en las muestras de leche de primeros chorros tomadas

por glandula (apartado 4.2.).

68



I11. Materiales y Métodos Generales

La preparacion y procesado previo de las muestras para la tincion se llevo a

cabo siguiendo el protocolo utilizado por el equipo del profesor A. Contreras, de la

Universidad de Murcia (Sierra et al., 1999 ; comunicacion personal). El procedimiento fue

el siguiente:

Inmediatamente tras la recogida de las muestras se afiadian 6 ml de leche a un
tubo de 15 ml de capacidad que contenia 4 ml de formol tamponado al 10%.
Esto permitia la fijacion de las células somaticas.

Estos tubos fueron mantenidos en refrigeracion (4°C) hasta el procesado (4-6
horas desde la recogida de las muestras)

Los tubos fueron centrifugados a 180xG (1300 rpm) durante 10 minutos a 5°C.
La grasa se retiraba con una espatula y una torunda de algodon y, a
continuacion, se eliminaba el sobrenadante, hasta dejar aproximadamente 0.5
ml de éste.

En funcién del RCS de la muestra (habian sido analizadas anteriormente con el
Fossomatic 5000) se afiadia un volumen entre 1 y 13 ml de formol tamponado

al 3%, de acuerdo a la siguiente tabla:

RCS Formol 3%
(x1000 cels/ml) | (ml)
<100 1

100-200
200-300
300-400
400-600
600-800
800-900
900-1000
1000-1500
1500-2000
2000-5000
5000-10000
>10000

O| 0| Q| | N[ K| W

,_._.
el =)

—
[\

—_
w

Una vez homogeneizado el contenido del tubo, con una micropipeta se

depositaban 0.1 ml de muestra en la camara de una citospina ( Shadon Cytospin
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3, con 12 camaras; Figura 6) y fue centrifugada durante 10 minutos a 225 g
(1500 rpm). Bajo la camara se situaba un papel de filtro con un orificio y bajo
el papel se ubicaba un portaobjetos. Tras la centrifugacion, las células somaticas
se adhieren a la superficie del portaobjetos que no estd cubierta por papel de
filtro (orificio), mientras que el sobrenadante es absorbido por el papel de filtro.
- Los portaobjetos se dejaban secar unas 12 h a temperatura ambiente (toda la

noche)

La tincidn de las muestras se realizo con el colorante verde metilo y-pironina de

acuerdo al procedimiento descrito por Paape et al. (2001):

- Los portaobjetos se sumergian en la solucion de fijador de Carnoy durante 10 min

- 2 minutos en etanol al 50%

- 2 minutos en etanol al 30%

- 2 minutos en agua destilada

- 6 minutos en la solucién colorante verde metilo y-pironina (este colorante debe
estar tapado, ya que es sensible a la luz)

- Lavado durante 20 minutos n-butanol y luego otro lavado de 3 minutos

- Lavar dos veces con xilol durante 10 minutos.

- Se montaba con un cubreobjetos y una gota de un medio de montaje (Clarion
Mounting Medium)

- Se dejaba secar protegido de la luz.

Las preparaciones fueron observadas al microscopio (ocular 10X, objetivo de
inmersion en aceite 100X) que estaba conectado, a través de una camara de video, a una
pantalla de ordenador. Para facilitar el recuento, en la pantalla existia una cuadricula que
dividia cada campo en 4 cuadrantes. Se contaron las primeras 200 células encontradas al
azar identificando si eran o no polimorfonucleares (nucleos segmentados) de acuerdo a

Sarikaya et al. (2004)
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FIGURA 6. Citospina ( Shadon Cytospin)

4.5. CORTISOL

Las muestras de sangre fueron centrigudas a 1500 G (3500 rpm) durante 20
minutos. A continuacion el plasma fue transferido con una micropipeta a tubos eppendorf

(0,9 ml/muestra) , los cuales fueron congelados a -40°C hasta su andlisis.

La concentracion de cortisol en plasma fue analizado en el Departamento de
Fisiologia Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid
Las muestras fueron remitidas al citado laboratorio en transporte urgente, en paquete
isotermo y con placas de hielo. Se utilizé la técnica de Ensayo Immuno-Enzimatico
(Enzyme Inmuno Assay —EIA) de competiciéon (Munro y Lasley, 1988), cuya descripcion
detallada puede consultarse en el Anejo 1 de este apartado. Los analisis fueron realizados

por duplicado, expresando los resultados en ng de cortisol/ml

FIGURA 7. Extraccion de sangre para las muestras del cortisol
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ANEJO 1

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CORTISOL POR EIA DE
COMPETICION EN SUERO DE CABRA.,

1. Fundamento de la Técnica EIA de Competicion

La técnica EIA (Enzyme Inmuno Assay) de competicion, es un método
inmunolégico de determinacion hormonal que, se basa en la competicion que se establece
entre la hormona sin marcar (problema o estandar) y la hormona marcada con una enzima,
por unirse a los sitios de unidon de un anticuerpo que se ha fijado previamente a una fase
solida (microplaca de poliestireno). A continuacion se mide la fraccion unida al anticuerpo
mediante la reaccion del sustrato con la enzima, lo cual se traduce en una reaccidén de
oxidacién con un cromogeno que lleva incorporado el sustrato, produciéndose una reaccion
coloreada. Posteriormente se lee la absorbancia del color desarrollado el cual sera
inversamente proporcional a la cantidad de hormona marcada que se ha unido al

anticuerpo.

2. MATERIALES Y REACTIVOS UTILIZADOS

Material:

e Microplacas de poliestireno de 96 pocillos con fondo plano y con una capacidad
350 ul por pocillo (Dynatech).

e Puntas desechables, para pipetas Eppendorf, de 10-200 pl y de 100-1000 pl
(Comfortips, Eppendorf).

e Puntas de pipeta multicanal, 25-250 pl (Costar).

e Pipetas automaticas Eppendorf (Merck) de 10-100 pl y 100-1000 pl.

e Pipeta multicanal de ocho canales, de 50-250 ul (Costar).

e Agitador (Vortex) Reax 2.000 (Heindolph).

e Pipetas de cristal de doble enrase de 5 y 10 ml (Protén).

e Selladores adhesivos de acetato para placas (ICN Biomedical Inc.).

e Tubos de ensayo de cristal de 16 x 100 mm (Corning).
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e Lector automatico de placas (Bio-Tek Instruments).

Reactivos:

e Anticuerpos policlonales obtenidos y caracterizados en el Departamento de
Fisiologia Animal (Facultad de Veterinaria. U.C.M.): anti-cortisol.

e (Conjugados hormona-peroxidasa, preparados Yy caracterizados en el
Departamento de Fisiologia Animal (Facultad de Veterinaria, U.C.M.) para
cortisol.

e Hormona estandar (Steraloids Inc., N.H. USA): cortisol

e Tetrametilbenzidina Substrato K: TMB (Vitaltech).

Soluciones Tampoén:

e Solucion de tapizado: Carbonato-Bicarbonato: pH: 9,6.

e Solucién Tampon EIA: pH: 7,0.

e Solucién de Lavado

e Solucidn de Frenado: Acido sulfurico al 10%

3. CONDICIONES DEL ENSAYO
Fase sdlida: microplacas de poliestiereno de 96 pocillos y fondo plano con
selladores de acetato.
Condiciones de incubacion:
e Inmovilizacion del anticuerpo a la fase solida: 16 horas a 4°C.
e Reaccion de competicion: 2 horas a temperatura ambiente.

e Hidrolisis del sustrato: 15 minutos, en oscuridad, a temperatura ambiente.

4. Desarrollo de la Técnica EIA de Competicion

Comprende las siguientes etapas:
a) Tratamiento de las muestras:
Para la determinacion de cortisol se precisd de una extraccion previa de la muestra
de suero con etanol absoluto.
Se extraen 50 pl de muestra en 1 ml de etanol absoluto. Se mezclan en un voértex
durante 40 segundos y se centrifuga a 2,200 rpm durante 30 minutos. La hormona
queda solubilizada en el sobrenadante, se toman 100 pl de éste, que se introduce en

otro tubo, evaporandose el solvente bajo una corriente continua de nitrogeno.
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Tapizado de los Anticuerpos a la Fase Solida:

Diluimos el anticuerpo en tampon carbonato/bicarbonato hasta llegar a la dilucion
correspondiente (1/4000). A continuacién se tapizan los pocillos con 100 pl de la dilucion

excepto el pocillo Al que se deja como blanco.

Se sellan las placas y se incuban a 4 °C durante 16 horas.

Seguidamente, la placa se lava tres veces con solucion de lavado (200 pl por pocillo) para
eliminar el exceso de anticuerpo que no se ha fijado a la placa y se seca enérgicamente

mediante volteo, en papel de filtro.

Reaccion de Competicion:

La reaccion se produce entre la hormona libre, ya sea de la muestra 6 estandar, y la
hormona conjugada a la enzima.

Se diluye el conjugado en solucion tampon EIA hasta 1/40.000. A continuacion se
procede a diluir las muestras /estdndar o problema) en 150 pl de la dilucion de conjugado y
se homogeniza cuidadosamente mediante un vortex. Se utilizan 50 ul de esta mezcla, junto
con 50 ul de tampoén EIA para tapizar los pocillos de la placa de poliestireno.

La curva estdndar cubre un rango de 1 pg/pocillo a 1ng/pocillo. Se preparan 10
estandares que se diluyen en 150 pl de la solucion de conjugado. Se utilizan 50 pl de esta
mezcla junto con 50 pl de tampon EIA para tapizar los pocillos de la placa de poliestireno.
Las muestras estandar y problema se determinan por duplicado

Las placas se sellan, incubandose durante un periodo de dos horas a temperatura
ambiente.

A continuacion se vuelca el contenido de las placas y se realiza un lavado con 200
ul de solucion de lavado por pocillo (tres veces) con el fin de eliminar el exceso de
reactivos.

En todos los pocillos de la placa se afiaden 100 pul de TMB, se sella y se incuba 15

minutos a temperatura ambiente.
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Tras el tiempo necesario para que se desarrolle el color del cromogeno, se frena la
reaccion afiadiendo 100 pl de solucién de frenado.

Lectura de las Placas:

Una vez frenada la reaccion del sustrato, se procede a la lectura de la densidad
optica del color desarrollado. Para ello empleamos un lector automatico EIA (Bio-Tek), el
cual mediante filtros de 450 y 600 nm, realiza una lectura bicromdtica eliminando el color
producido por una posible reaccion inespecifica de fondo.

Procesado de los Resultados: los resultados obtenidos se procesan mediante un software

especial (ELISA AIDS, Eurogenetics). Los resultados hormonales se expresan en ng/m

Parametros de validacion de la técnica EIA de cortisol en suero.
- Limite de deteccion: 30 pg/ml.
- Porcentaje de recuperacion (recovery): 95%.
-CV intra-analsis: concentraciones altas de cortisol: 5,7%
concentraciones bajas de cortisol: 6,63%
- CV inter-analisis: concentraciones altas de cortisol: 8,92%
concentraciones bajas de cortisol: 9,93%
- Reacciones cruzadas del anticuerpo policlonal C1098:
e Cortisol: 100%
e Prednisolona: 15,71%
e Prednisona: 18,9
e (Cortisona: 10,8
e Corticosterona: 6,4
e 11-Deoxycortisol: 40,31
e 21-Deoxycortisol: 5,31

e Dexametasona: < 0,1
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IV. PRIMER ESTUDIO

EFECTO DEL TIPO DE MUESTRA (PRIMEROS CHORROS VS
CONTROL LECHERO) SOBRE EL RCS EN LA LECHE DE CABRA

1. INTRODUCCION

En el ganado caprino las infecciones intramamarias (IIM) suelen ser de caracter
unilateral (Contreras et al., 1995), de forma que en la glandula afectada se produce una
inflamacién local y una elevacion del RCS respecto a la glandula colateral. En las 1IM
bilaterales, menos frecuentes, el RCS se eleva en ambas glandulas, pero no suele ser de

forma paralela, especialmente cuando los gérmenes involucrados son diferentes.

Por el contrario, los factores no infecciosos deberian tener un efecto sobre el total
de la ubre, de modo que seria esperable que afecten de igual forma al RCS de ambas
glandulas. De hecho, algunos autores sugieren que para identificar los factores de
naturaleza no infecciosa que influyen sobre el RCS es necesario, ademas de realizar los
analisis bacteriologicos oportunos, confirmar que el RCS aumenta de forma similar en

ambas glandulas (Bergonier et al., 1996).

El registro del RCS a nivel de glandula es un proceso costoso, ya que es necesario
ordenar por separado a las dos glandulas de cada animal. Por este motivo, en ocasiones,
el RCS a nivel de glandula se ha estimado a partir de muestras de los primeros chorros
(20-30 ml) recogidos mediante ordefio manual inmediatamente antes de iniciar el ordefo
a maquina (Contreras et al., 1996; Martinez, 2000; Leitner et al., 2001; Moroni et al.,
2005). Sin embargo, trabajos previos realizados en ganado vacuno (Berning et al., 1987;
Sarikaya et al., 2005), ovino (Peris et al., 1991; Gonzalo et al., 1993) y caprino (Contreras
et al., 1997; Martinez, 2000; Haenlein, 2002) indican que el RCS varia con la fraccion
tomada en el ordefio, de forma que los recuentos tienden a aumentar a medida que se

extraen las ultimas fracciones de leche de la ubre.
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Una particularidad del ganado caprino es que suele presentar bruscas elevaciones
transitorias del RCS, aparentemente de naturaleza no infecciosa. Esto se ha observado en
varios trabajos en los que se realizaban recuentos con periodicidad diaria (Randy et al.,
1988; Zeng et al., 1997), semanal (Pettersen, 1981) o mensual (Martinez, 2000). Algunos
de los factores causantes de estas elevaciones transitorias del RCS son el celo
(McDougall y Voermans, 2002; Moroni et al., 2007) o ciertas practicas de manejo que

podrian generar estrés en los animales (Paape et al., 2001).

El objetivo de este estudio ha sido el de comparar el RCS obtenido en las
muestras de primeros chorros de glandula con las muestras del control lechero (leche total
ordefiada de la ubre), para verificar si en las muestras de primeros chorros también se

manifiestan las elevaciones transitorias del RCS de naturaleza no infecciosa.

2. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se llevo a cabo en la granja experimental de pequefios rumiantes del
Institut de Ciéncia 1 Tecnologia Animal de la Universitat Politeécnica de Valéncia. Se
utilizaron 22 cabras de raza Murciano Granadina (7, 12 y 3 animales de 17, 2* y > 3%
lactacion, respectivamente), inicialmente libres de IIM, que se encontraban entre el
segundo y tercer mes de lactacion. Todos los animales eran ordefiados una vez al dia con
una rutina que incluia el apurado a maquina y la inmersion de los pezones en yodo tras la

retirada de las pezoneras.

Durante 12 semanas consecutivas se controld, semanalmente, el RCS por glandula
y por ubre. Las muestras de leche por glandula fueron recogidas mediante ordefio manual,
inmediatamente antes de la puesta de las pezoneras. Las muestras por ubre procedian de
la leche total ordenada de cada animal, y se tomaron directamente de los medidores
volumétricos, tras la mezcla de la leche. Ademas, también se llevo a cabo semanalmente
un andlisis bacteriologico de cada glandula. Dado que 3 cabras (2 de segunda lactacion y
1 de tercera o superior lactacién) se infectaron a lo largo del experimento, en los

resultados tan solo se tuvieron en cuenta los registros de 19 cabras.

80



IV Primer Estudio

Las muestras de leche por glandula y ubre, todas de 30-40 ml, se recogieron en
frascos de 50 ml de polipropileno y permanecieron en refrigeracion (4° C) entre 24 y 48
h hasta que fueron analizadas en el laboratorio. E1 RCS se determind mediante el método
Fluoro-opto-electronico (Fossomatic 5000; Foss-Electric S.A; ISO/IDF, 2008.) Las
muestras para el analisis bacteriologico se tomaron por glandula antes del ordefio. Para
ello, se limpiaba el extremo del pezon con algodon empapado con alcohol etilico al 70%,
se eliminaban los primeros chorros y se recogian unos 3 ml de leche en tubos estériles de
cristal de 10 ml, provistos de tapon. Estas muestras permanecieron en refrigeracion (4° C)
un maximo de 24 h realizandose el andlisis de acuerdo a la metodologia descrita en

Materiales y Métodos Generales.

2.1. Andlisis estadistico

El RCS fue analizado en logjo, con objeto de normalizar su distribucion (Ali y
Shook, 1980). El efecto del tipo de muestra de leche utilizada para analizar el RCS (antes
del ordefio en glandula derecha —AOD- o glandula izquierda —AOI- y leche total

ordenada —LT) fue analizado estadisticamente con el siguiente modelo:

Y ikl = n+ NL; + CabJ(NLl) + My + D+ M *NL; + M *D; + NL;*Dy+ Cijkl

Siendo:
Y = Logio0RCS
NL;= efecto fijo del numero de lactacioni( 1y >2)
Cab;(NL;)= efecto aleatorio de la Cabra j (j=19), jerarquizado dentro del NLi
My = efecto fijo del tipo de muestra (AOD, AOI y LT)
Dl = efecto fijo del dia del control (I=1 a 12)
M *NL;= efecto fijo de la interaccion tipo de muestra x n°® de lactacion
M, *Dj= efecto fijo de la interaccion tipo de muestra x dia del control
NL; *DI= efecto fijo de la interaccion numero de lactacion x dia de lactacion

eiju = efecto aleatorio del error residual

Este analisis estadistico se llevo a cabo mediante el PROC MIXED del SAS
(SAS, 2008), de acuerdo a Littell et al. (1998). También se utilizé el PROC CORR del
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mismo paquete estadistico para calcular las correlaciones del RCS entre los diferentes

tipos de muestras.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

El tipo de muestra (M) afect6 significativamente al RCS (P<0.001; Tabla 1), de
modo que las muestras de la leche total ordefiada (LT) tuvieron recuentos
significativamente superiores respecto a las muestras de la glandula derecha e izquierda
tomadas antes del ordefio (AOD y AOI). Sin embargo las diferencias obtenidas no fueron
elevadas tanto al considerar las medias aritméticas (RCSAOD=576XIO3 y RCSpo=
586x10° vs RCSLT=659XIO3 céls/ml) como las medias geométricas (219)(103 y 224x10°
vs 331x10° céls/ml; Tabla 1). Por otra parte, las interacciones M*Numero de Lactacion y
M#*Dia de control no resultaron significativas. Ademads, los tres tipos de muestras

presentaron elevados coeficientes de correlacion entre si, siendo siempre superiores a

0.92 (Tabla 2).

TABLA 1. Comparacion del RCS (céls/ml) en muestras tomadas por glandula antes del
ordenio (AOD y AOI) y de la leche total ordefiada (LT) en 19 cabras libres de
IIM que fueron controladas semanalmente durante 12 semanas.

Muestra N° N° RCS (x 10°) Log RCS
De cabras de controles MA = DS MG (m + ES)
AOD 19 216 576 + 1199 219 5.34+0.08°
AOI 19 216 586+ 1170 224 5.35+0.082
LT 19 216 659 + 1075 331 5.52+0.08"
Niv.Sig - - - - o

AOD y AOI : muestras de primeros chorros tomadas antes del ordefio de la glandula derecha e izquierda,
respectivamente

LT: muestras de la leche total ordefiada de cada animal (control lechero) .

MA: media aritmética. MG: media geométrica . DS :desviacion estdndar . ES : error estandar .

En la Figura 1 se representa la evolucion de las medias aritméticas (Figura 1.a) y
geométricas (Figura 1.b) del RCS en las muestras AO (media de las dos glandulas) y LT
en los 12 controles realizados. Se observa que la evolucién de ambas variables siempre
fue paralela y, en general, los valores medios fueron similares. No obstante, en el caso de
la media geométrica (Figura 1b), las diferencias fueron un poco mayores, pero el RCS en

las muestras LT nunca llegaron a superar en un 50% a las muestras AO.
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TABLA 2. Coeficientes de correlacion del RCS analizado en diferentes tipos de muestras
de leche (por glandula antes del ordefio y por ubre de la leche total ordefnada)
en 19 cabras libres de I[IM que fueron controladas semanalmente durante 12

semanas.
;E’:ng AOD | AOI | AO LT
AOD i
AOI 0.93 I
AO 098 | 098 |
LT 097 | 094 | 097 i

AOD y AOI: RCS en muestras de primeros chorros tomadas antes del ordefio de la glandula
derecha e izquierda, respectivamente
AOQ: para cada ubre, media del RCSpop Y RCSpq-

LT: muestras de la leche total ordefiada de cada animal (control lechero) .
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FIGURA 1. Evolucioén de las medias aritméticas (a) y geométricas (b) del RCS (céls/ml)
en muestras de leche tomadas antes del ordefio (RCSap) y de la leche total
ordefiada (RCSyr) a lo largo de todo el estudio en 19 cabras libres de [IM.

Por otra parte, la relacion RCS;t /RCSao obtenida para cada animal y ordefio

presentd un valor medio de 1,58 (minimo: 0,57; méaximo 5,44; Tabla 3 y Figura 2), si

bien esta relacion tendi6 a disminuir a medida que aumentaban los recuentos (Tabla 3).

Por ejemplo, con valores de RCSir

inferiores a 100.000 cels/ml, la citada

relacion se situé de media en 2,33, pero con valores de RCSyr entre 1 y 5 millones de

céls/ml, se situd entorno a la unidad (1,03; Tabla 3 y Figura 2b), Ademas, en la Tabla 4
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TABLA 3 . Relacion entre el RCS (céls/ml) de las muestras de la leche total ordefiada
(RCSy1) y de las muestras tomadas antes del ordefio (RCSx0), segtn el nivel

de RCSyt, en 19 cabras que permanecieron sanas durante el experimento

Nl Relacion RCS 1/ RCS 5o
RCS;r (x10°) N° contr. Media DS Min Max
1-100 44 2.33 1.03 1.11 4.99
100-500 115 1.53 0.79 0.86 5.44
500-1000 29 1.24 0.46 0.92 3.41
1000-2000 16 1.03 0.22 0.57 1.50
2000-5000 7 1.03 0.18 0.83 1.37
>5000 5 0.89 0.13 0.70 1.03
TODAS 216 1.58 0.86 0.57 5.44

RCSAO : RCS en muestras de primeros chorros tomadas antes del ordefio ( media de los 2 pezones)
RCSLT: RCS en muestras de la leche de todo el ordefio de un animal (control lechero) .
DS :desviacion estandar Min: minimo  Max: Maximo.

También se aprecia que la relacion RCSpt /RCSao tendid a ser inferior en las cabras
multiparas (1,46-1,49) que en las primiparas (1,78), aunque las diferencias no fueron

significativas (p>0.05).

Log RCSLT RCS LT/RCSAO
7 6
*
6,5 5 +——
*
LIRS 4
b 1] Lo
55 3. OO
* ) 0o
5 7] X RN
¥ ”"W‘ ‘ob ¢ ¢
45 1 ¢ ¢ M’\Q:l’ ‘Y,
4 T T T T T 0
4 45 5 55 6 6,5 7 4 45 5 55 6 65 7

LogRCS AO log RCSLT

FIGURA 2. Comparaciéon del RCS, en log;o, de las muestras de la leche total ordefiada
(Log RCS;1) y de las muestras tomadas antes del ordefio (Log RCSx0) y de la
relacion RCS;1/RCSpp en 216 controles semanales de 19 cabras que
permanecieron sanas a lo largo del experimento.
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TABLA 4 Relacion entre el RCS (céls/ml) de las muestras de la leche total ordefiada
(RCSy1) y de las muestras tomadas antes del ordefio (RCSx0) en 19 cabras que
permanecieron sanas a lo largo del experimento, segun su nimero de lactacion.

N° de N° N° de RCSL1/RCSx0
lactacion cabras controles Media DS Min Max
1 7 74 1.78 0.97 0.83 5.44
2 10 119 1.49 0.85 0.57 4.99
3 2 23 1.46 0.45 0.70 2.67

RCSAO : RCS en muestras de primeros chorros tomadas antes del ordefio ( media de los 2 pezones)
RCSLT: RCS en muestras de la leche de todo el ordefio de un animal (control lechero) .
DS :desviacion estaindar Min: minimo  Max: Méaximo.

4. DISCUSION

En este trabajo se ha comprobado que la determinacion del RCS por glandula, a
partir de muestras de primeros chorros tomadas antes del ordefio (RCSpp), permite
estimar con bastante precision el RCS de la leche total ordefiada (RCSy 1) de una cabra.
En general la media aritmética del RCSpo es similar, aunque ligeramente inferior,
respecto a la media del RCSyt, lo cual coincide con lo encontrado por otros autores en
ganado caprino (Contreras et al., 1997; Martinez 2000; Haenlein, 2002). Asi mismo, el
valor medio obtenido de la relacion RCS; 1t /RCSx0 (1,58 ) estd cercano al valor de 1,70
hallado por Martinez (2000), en 600 muestras de 100 cabras Murciano-Granadinas.
Resulta interesante que la citada relacion tienda a disminuir, hasta situarse en valores
proximos a 1, cuando se evaliia con animales cuyos recuentos superan el millén de
céls/ml. Por tanto, es posible utilizar el RCS de las muestras de primeros chorros para
identificar a los animales que presenten elevaciones bruscas y transitorias del RCS en las

muestras del control lechero.

Estos resultados obtenidos permiten confirmar la metodologia utilizada en el
Estudio 2 de esta Tesis Doctoral de identificar la presencia de elevaciones transitorias del
RCS en la leche ordefiada de un animal (con valores superiores a 1 millén céls/ml) a

partir de los registros de RCS en las muestras tomadas por pezones antes del ordefio. Por
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ejemplo, de 28 casos en que el RCSy 1 fue superior a 1 millon de céls/ml, tan solo en 2 el
RCSso fue bastante inferior (en torno a 700.000 céls/ml), y en ambos casos

correspondieron a dos cabras de primera lactacion.

5. CONCLUSIONES

I- El RCS en las muestras de primeros chorros tomadas antes del ordefio
(RCSA0) es, de media, inferior respecto a los recuentos obtenidos en las
muestras del control lechero (RCSrt). Sin embargo, en los animales que
presentan recuentos superiores a un millon de cels/ml, el RCSpo tiende a

igualarse al RCSy 1.
2- En animales libres de IIM, las elevaciones transitorias del RCS de origen no

infeccioso, con valores superiores a 1 millon de cels/ml, pueden ser detectadas

en las muestras tomadas por gldndula antes del ordefo.
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V. SEGUNDO ESTUDIO

VARIABILIDAD DIARIAY ELEVACIONES TRANSITORIAS DEL
RECUENTO DE CELULAS SOMATICAS, DE ORIGEN NO INFECCIOSO,
EN LA LECHE DE CABRA

1. INTRODUCCION

El incremento del recuento de células somaticas (RCS) en la leche no solo se
produce por efecto de la infeccion intramamaria (IIM), sino también por ciertos factores de
naturaleza no infecciosa (Harmon, 1994; Haenlein, 2002; Bergonier et al., 2003). Ademas
estos ultimos factores poseen una mayor importancia en la leche de cabra que en la leche
de vaca y oveja (Paape et al., 2001, 2007; Raynal-Ljutovac et al., 2007). Por tanto, para
interpretar adecuadamente el RCS, como estimador indirecto del estado sanitario de la
glandula mamaria o como parametro de calidad de la leche de tanque, es necesario

identificar los principales factores no infecciosos y cuantificar su relacion con el RCS.

Algunos trabajos han puesto de manifiesto que, en la leche individual de cabra, el
RCS presenta una importante variabilidad diaria (Randy et al., 1988; Zeng et al., 1997). No
obstante, en estos trabajos no se realizaron andlisis bacterioldgicos, por lo que no es
posible asegurar que esta variabilidad fuera causada exclusivamente por factores no
infecciosos. Asi mismo, en los registros mensuales del control lechero, Martinez (2000)
encontrd que las cabras libres de IIM y del virus del AEC pueden presentar elevaciones
transitorias (un solo control) e importantes (recuentos superiores a 1 milléon de céls/ml) del

RCS, sin estar asociadas a una fuerte disminucion de la produccion lechera.

Se han identificado algunos factores no infecciosos que podrian ocasionar
elevaciones transitorias del RCS, como la aparicion del celo (McDougall y Voermans,
2002; Moroni et al., 2007) o ciertas practicas de manejo que presumiblemente generan
estrés en el animal (cambios bruscos en el manejo del ordefio, vacunaciones, extracciones

de sangre...; Lerondell et al., 1992; Corrales et al., 1996; Salama et al., 2003; Karzis et al.,
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2004). Sin embargo, no se conoce la frecuencia con que se manifiestan estas elevaciones

transitorias del RCS en condiciones de campo.

El objetivo del presente trabajo ha sido el de conocer como varia diariamente el
RCS en las glandulas sanas e infectadas del ganado caprino y, ademas, cuantificar y
caracterizar las elevaciones transitorias del RCS de naturaleza no infecciosa que se puedan
producir en una explotacion comercial. Dado que la bibliografia sugiere que el celo y el
estrés podrian elevar el RCS, el trabajo se ha planteado en ausencia de celos inducidos
(ningun tratamiento hormonal ni contacto con los machos) y sin someter a ningun tipo de
estrés especifico a los animales, més alla del que pueda existir en el manejo habitual de una

explotacion.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Disefio experimental

Este estudio se llevo a cabo en la explotacion de ganado caprino de raza Murciano-
Granadina de la Universitat Politécnica de Valéncia. Todos los animales se encontraban
entre el segundo y tercer mes de lactacion, y se ordefiaban una vez al dia, a las 8:00h, con
una rutina que incluia el apurado a maquina e inmersioén de los pezones en yodo tras la

retirada de las pezoneras.

Se utilizaron 32 cabras (11, 17 y 4 de primera, segunda y tercera o mas lactaciones;
20 sanas y 12 con IIM unilateral) a las que se controld diariamente, durante 53 dias
consecutivos, el RCS en la leche de cada glandula. Ademds, semanalmente también se
realizé un andlisis bacterioldgico por glandula, y se controld, por ubre, la produccion de
leche ordefiada, su composicion y el RCS. Todas las IIM estaban causadas por

estafilococos coagulasa negativo.
Durante el experimento las cabras siempre estuvieron separadas de los machos y no

se llevd a cabo ninguna actuacion especifica que pudiera generar estrés en los animales

(cambios en la alimentacidn, reagrupamientos, vacunaciones etc...).
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2.2. Variables medidas

La leche total ordefiada (leche maquina mas leche de apurado a maquina) de cada
animal se registré6 mediante medidores volumétricos de 3,5 litros de capacidad, graduados

con divisiones de 50 ml (Esneder Ref. 90001; Industrias Berango S.L.).

Las muestras para los analisis de RCS y composicion de la leche se tomaron en
frascos de polipropileno de 50 ml con cierre hermético. Para determinar el RCS por
glandula se recogian unos 40 ml de leche de cada pezdén por separado, mediante ordefio
manual antes de la puesta de pezoneras. La composicion y el RCS de la leche de ubre se
llevé a cabo en una muestra de la leche total ordefiada de cada animal. Todas las muestras
permanecieron en refrigeracion (4° C) entre 24 y 48 h hasta que fueron analizadas en el
laboratorio. E1 RCS se analiz6 mediante el método Fluoro-Opto-Electronico (Fossomatic
5000; Foss-Electric S.A.; ISA/IDF 2008). La composicion (grasa, proteina y lactosa) de la
leche se determind por espectroscopia del infrarrojo medio (MilkoScan FT120, Foss

Electric S.A.).

La muestras para el andlisis bacteriologico se tomaron por glandula antes del
ordefio. Para ello, se limpiaba el extremo del pezon con algodéon empapado con alcohol
etilico al 70%, se eliminaban los primeros chorros de leche y se recogian unos 3 ml de
leche en tubos estériles de cristal de 10 ml, provistos de tapon. Las muestras
permanecieron en refrigeracion (4° C) un maximo de 24 h realizdndose el analisis de

acuerdo a la metodologia descrita en Materiales y Métodos Generales.

2.3. Definicion de una elevacion transitoria del RCS

En principio, los factores no infecciosos podrian provocar en las cabras elevaciones
transitorias del RCS de intensidad variable segun el animal. Sin embargo, en esta Tesis
Doctoral se han tenido en cuenta solo las elevaciones importantes, con el objeto de
considerar solamente aquellas que deberian estar provocadas por el efecto directo de un

factor fisiologico, y no por efectos indirectos, como las variaciones de la produccion de
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leche (efecto concentracidon/dilucion), la variabilidad normal diaria o el proceso de toma de

muestras y/o analisis.

De este modo, a partir del criterio definido por Martinez (2000) y de los resultados
del Estudio 1 de esta Tesis Doctoral, se ha contabilizado como Elevacion Transitoria del
RCS (ETrcs ), de origen no infeccioso, cuando se observaba que los recuentos de una cabra

cumplian las siguientes caracteristicas:

1- En ubres libres de IIM, el RCS de ambas glandulas sufrian un aumento
importante, de al menos 2.5 veces, respecto al dia anterior. En ubres infectadas
(mamitis unilateral), se comprobaba que el aumento del RCS sefialado
anteriormente se producia en la glandula sana, y los recuentos también

aumentaban en la glandula infectada

2- Durante la elevacion, el RCS de cada glandula superaba los 0,7 millones de

céls/ml en primiparas y 1 millon de céls/ml en multiparas.

3- Después de uno o varios dias, el RCS de ambas glandulas descendia hasta

alcanzar valores similares a los precedentes a la elevacion.

2.4. Analisis estadistico

El analisis estadistico del RCS por glandula, registrado diariamente, fue realizado

considerando tres tipos de glandulas : 1) Sanas-S, glandulas sanas cuya glandula colateral

también estaba sana; 2) Sanas-I: sanas cuya glandula colateral estaba infectada; 3)

Infectadas. Para ello se utilizo el siguiente modelo estadistico de medidas repetidas:

Y jjkl = L+ ES; + NLj + Glay(ES; NL;) + Diay +ESi*NLj + ES;*Dia; + NLj*Dia1+ Cijkl

Siendo:

Yijkl = LOgloRCS

ES; = efecto fijo del estado sanitario de la glandula (Sanas-S, Sanas-I, Infect.)
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NL;= efecto fijo del numero de lactacioni( 1y >2)

Gla(ES; NL;)= efecto aleatorio de la Glandula k (1 a 64), jerarquizado dentro del ES;
y el NL;

Dia; =efecto fijo del dia (1 a 53)

ESi*NL; = efecto fijo de la interaccion ES x NL

ES;*Dia, = efecto fijo de la interaccion ES x Dia

NL;*Dia; = efecto fijo de la interaccion NL x Dia

e = efecto aleatorio del error residual

Las variables registradas con periodicidad semanal (produccion, composicion y
RCS en la leche de ubre) fueron analizadas con el modelo anterior, pero introduciendo las

siguientes modificaciones:

ES; = efecto fijo del estado sanitario de la ubre (Sanas e Infectadas)
Glay(ES; NL;)= efecto aleatorio de la ubre k (1 a 32), jerarquizado dentro del ES; y el
NL;

Dia; =efecto fijo del dia del control semanal (1 a 8)

El RCS fue analizado en logjo, con objeto de normalizar su distribucion (Al y
Shook, 1980). Estos andlisis estadisticos fueron realizados mediante el Proc MIXED del

SAS (SAS, 2008).

Para estudiar el efecto de las ETrcs sobre la produccion y composicion de la leche
solamente se tuvieron en cuenta los resultados de las cabras libres de IIM que presentaron
una elevacion que coincidid con alguno de los dias en que se realizo el control lechero
semanal (control 0). Esto tan solo ocurrio en 8 ETrcs de 8 cabras distintas. Los resultados
de produccion y composicion de la leche de estos animales durante tres controles
semanales (0,+1, y +2 ) fueron comparados con los de 8 cabras de referencia (para cada
una de las cabras con ETgcs, se eligio otra con el mismo numero de lactacién y similar

nivel productivo) utilizando el siguiente modelo estadistico:

Y ik = n + Lote; + Cabraj(Lote;) + Controli +Lote;*Control; + COV; + ejix
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Siendo:
Yiix = LogioRCS, produccion, grasa, proteina y lactosa
Lote; = efecto fijo del lote (i=1, cabras con ETrcs; i=2, cabras de referencia)
Cabraj(Lote;)= efecto aleatorio de la cabra (1 a 16), jerarquizado dentro del Lote;
Controli =efecto fijo del control semanal (0, +1 y +2)
Lote;*Control; = efecto fijo de la interaccion Lote x Control
COVj = para cada cabra, efecto de la covariable correspondiente a la media de los

valores obtenidos en los dos controles previos a la elevacion (-1 y -2).

eijk = efecto aleatorio del error residual

3. RESULTADOS

3.1. Variabilidad del RCS

El factor Estado Sanitario (ES) influy6 significativamente sobre el RCS (p<0.001;
Tabla 1), de modo que las glandulas y ubres infectadas presentaron un RCS

significativamente mas elevado que las glandulas y ubres sanas, respectivamente (Tabla 2).

TABLA 1 Resultados del andlisis estadistico por glandulas y por ubres del RCS y la
produccion (PL) y composicion de la leche en 32 cabras que fueron controladas
diariamente (glandula) o semanalmente (ubres) durante un periodo de 53 dias.

ANALISIS ,
POR ANALISIS POR UBRE
FACTOR | GLANDULA

Log;oRCS RCS PL Grasa Proteina Lactosa
ES koxk koxk NS NS NS NS
NL NS(0.07) NS ok NS NS NS
NL * ES NS NS NS *x NS(0.07) NS
Dia ok k NS NS(0.07) ok k ok k ok k
ES * Dia * NS NS NS NS *
NL * Dia NS NS NS NS NS *

ES : Estado sanitario de las glandulas (Sana-S, Sana-I, Infectadas) o ubres (Sanas, Infectadas)
NL : n°® de lactacion NS : Efecto no significativo
* Efecto significativo (p<0,05) *** Efecto significativo (p<0.001)
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TABLA 2. RCS (céls/ml) segun el estado sanitario de las glandulas o ubres en 32 cabras
que fueron controladas diariamente (glandulas) o semanalmente (ubres) durante
un periodo de 53 dias.

GLANDULA/UBRE ng}? ERIOOI glén?ubres LOG RCS £ ES MG (X10?)
Sana-S 40 5,232+ 0,07 170
Glandula Sana-1 12 5,18+ 0,10 151
Infectada 12 6,05° £ 0,10 1122
Niv. Sig. - o -
Sana 20 5,45+ 0,06 282
Ubre Infectada 12 5,89° + 0,09 776
Niv.Sig. _ ok ;
! Sana-S : glandula sana, cuya colateral est4 sana Sana-I : glandula sana, cuya colateral esta infectada
ES :error estandar ~ MG: media geométrica *** Efecto significativo (p<0,001)

a,b : letras distintas en una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05)

Asi mismo, las glandulas Sana-S (sana cuya glandula colateral también estaba sana)
y Sana-l (sana cuya glandula colateral estaba infectada) no presentaron diferencias
significativas entre si (Tabla 2). Las diferencias de produccion y composicion de la leche

entre las ubres sanas e infectadas tampoco llegaron a ser significativas (Tablas 1 y 3)

TABLA 3. Produccién y composicion de la leche (m+ES) segln el estado sanitario de las
ubres en 32 cabras que fueron controladas semanalmente durante un periodo de 53

dias
ESTADO N° ubres Produccion Grasa Proteina Lactosa
SANITARIO' (ml) (%p/p) (%p/p) (%p/p)
Sana 20 1369 + 74 4.99+0.11 335+0.06 | 4.42+0.04
Infectada 12 1420 + 101 467+0.14 | 3.40+0.09 | 4.37+0.06
Niv.Sig. - NS NS NS NS

3.1.1. Evolucién de las medias diarias del RCS

En la Figura la se muestra la evolucion diaria de la media aritmética del RCS por

glandula. Puede observarse que las glandulas infectadas presentaron una gran variabilidad,
con valores medios entre 1 y 4 millones céls/ml y fuertes oscilaciones diarias, en ocasiones
de mas de 3 millones de céls/ml de un dia a otro. En las glandulas sanas las medias del
RCS fueron en general mas estables, situdndose normalmente entre 250.000 y 500.000

céls/ml, aunque en dos momentos concretos (dias 22 a 24 y dias 41 a 43 ) la media del
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FIGURA 1. Evolucién diaria de la media aritmética (a), desviacion estandar (b) y media
geométrica (c) del RCS (céls/ml) en glandulas sanas (Sanas-S, cuando la colateral
también es sana, n=20; Sanas-I, cuando la colateral estd infectada, n=12) y
glandulas infectadas (n=12) de ganado caprino
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RCS se elevo por encima de 1 millon de céls/ml, tanto en las glandulas Sanas-S como en
Sanas-I. En estos dos momentos la desviacion estandar del RCS de las glandulas sanas
(Figura 1b) también presentaron una fuerte elevacion, igualandose a la DS del RCS de las

glandulas infectadas. La evolucion diaria de la media geométrica del RCS por glandula

(Figura 1c) coincidié parcialmente con los resultados sefialados para las medias
aritméticas: mayor variabilidad en glandulas infectadas que en sanas y, ademas, existencia
de una elevacion del RCS entre los dias 22 a 24; por el contrario no se manifesto la
elevacion de los dias 21-23. Este ultimo resultado se puede explicar porque la elevacion
del RCS de los dias 22 a 24 fue provocado, principalmente, por elevaciones transitorias en
un numero importante de animales (7 sanas y 1 con mamitis, ver apartado 4 de resultados),
mientras que la elevacion de los dias 41 a 43 fue causada casi exclusivamente por dos

animales (uno sano y otro con mamitis).

En la Figura 2 se presenta la evolucién semanal de las medias aritméticas y
geométricas del RCS por ubres. Se aprecia nuevamente una mayor variabilidad en las
ubres infectadas (media aritmética: 0,8 a 2,1 millones cels/ml; media geométrica: 0,6 a 1
millon cels/ml) que en las sanas, en las que el RCS fue bastante estable (MA normalmente
entre 0,3 y 0,5 millones cels/ml y MG entre 0,2 y 0,3 millones cels/ml), excepto en el dia
23 en que el RCS practicamente se duplico, alcanzando una MA de 1,2 millones células/ml

y una MG de 0,5 millones céls/ml.

a) Media aritmética (MA)

b) Media geométrica

2500 1200
2000 VaN 1000 /\/A
/N A zm —
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FIGURA 2. Evolucion semanal de la media aritmética (a) y media geométrica (b) del RCS
(céls/ml) en ubres sanas e infectadas en leche de cabra.
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Por otra parte, en la Figura 3 se observa que, a partir de la media aritmética del
RCS de la leche obtenida en los primeros chorros, se dispone de una razonable estimacion
del RCS de la leche de Tanque. Por ejemplo, la elevacion del RCS producida en el dia 23
en la leche de tanque (estimada a su vez a partir de los datos del control lechero) también

se manifesto al considerar la media aritmética del RCS de primeros chorros.

3500
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O L O I I
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FIGURA 3. Evolucion de la media aritmética del RCS (céls/ml) de las muestras de
primeros chorros (PCH) y de la leche de tanque (TAN) procedente de 20 cabras que
permanecieron libres de IIM. EI RCS de la leche de tanque fue estimado partir de la
produccion y el RCS de la leche ordefiada de cada animal (control lechero).

3.1.2 Variabilidad en las medias por glandula del RCS

Para cada glandula, se calculo la media aritmética (MA) y la desviacion estandar
(DS) del RCS, asi como la media aritmética del logRCS, de todos los controles diarios
realizados en el experimento. Para cada una de las nuevas variables obtenidas (MAgcs,

DSrcs, MArogres) se llevo a cabo una distribucion de frecuencias (Tabla 4).

Respecto a las glandulas sanas (Sanas-S y Sanas-I), el 75-78% tuvieron una MAgcs
inferior a 0,5 millones cels/ml, y el 67-73% tuvo una MAjercs inferior a 5.5 (MG: 0,31
millones cels/ml). Ademads, no hubo ninguna glandula infectada que tuviera unos recuentos
que cayeran en los rangos sefalados. Sin embargo, el 18% de las glandulas Sanas-S
presentaron una MAgrcs muy elevada, entre 1 y 2 millones de células/ml, es decir en el

mismo rango en el que se situaron el 34% de las glandulas infectadas. Asi mismo el 8% de
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TABLA 4. Distribucion de frecuencias de las glandulas sanas e infectadas de acuerdo a los
valores calculados, para cada glandula, de la media aritmética (MA) y desviacion
estandar (DS) del RCS y del loglORCS de todos los controles diarios.

N° de casos segin RCS(x10° céls/ml) :
. Media
Tipo [<05 0.5-1 1-1.5 1.5:2 |2-20 :
: , (céls/ml)
Variable | glandula [N (%) [N (%) [N (%) |N (%) | N (%)
MA RCS | Sanas-S | 31 (78) |2 G) | 2 B |5 A3)| 0 (0) | 482.000
(x10°) Sanas-I | 9 (75 |2 an| 1 ® [0 © | 0 (0 | 441.000
Infecta. | 0 (0) |6 Goy| 2 (A7 (2 (A7 |2 (A7) | 1.716.000
T s s T W
Sanas-S | 24  (60) | 9 @312 & |1 G4 10) | 728000
DS RCS
x10°) Sanas-I 6 (50) |2 ani(3 @5 (o0 O |1 (@ 689.000
X
Infecta. 4 (33)|2 A7) |0 (0) |3 (25 |3 (25 | 1.724.000
N° de casos segtin log;oRCS(céls/ml)
4.5-5 5-5.5 5.5-6 6-6.5 6.5-7
N %) | N )| N (%) [N (%) [N (%)
MA Sanas-S | 14 (35| 15 (38| 8 (200 |3 (8 |0 (0 5.26
Sanas-I 2 (7| 6 ((50)| 4 (B33 |0 O 0 (0 532
LogRCS
Infecta. 0 ©| o0 (@] 7 69 |4 3|1 ©® 5.89

las glandulas Sanas-S también presentaron una MA[ qgrcs entre 6 'y 6.5 (MG del RCS: 1 a
3.2 millones cels/ml), intervalo en el que se situaron el 33% de las glandulas infectadas.
En general las glandulas sanas también presentaron una menor DSgcs (50-60% con DSgcs
< 0.5 millones/ml) que las infectadas (solo el 33% con DSgcs<0.5 millones/ml), pero
nuevamente varias glandulas (18% de las glandulas Sanas-S) presentaron una DSgcs muy

elevada, superior a 1 millén cels/ml.

Por tanto, se observa que entre las glandulas aparentemente sanas durante todo el
experimento (sistematicamente negativas a los analisis bacteriologicos) existe un
porcentaje no despreciable (18%) con una media y/o una DS del RCS muy elevada.
Ademas debemos destacar que la presencia de elevados recuentos medios (> 0.9-1

millones de cels/ml) en las gldndulas persistentemente sanas siempre tuvo caracter
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bilateral, es decir, siempre se manifestd simultdneamente en las dos glandulas de la misma

ubre, y siempre ocurrio en cabras (n=4) que estaban en su segunda o superior lactacion.

3.2.  Elevaciones transitorias del RCS

De acuerdo al criterio utilizado para identificar las ETgrcs, descrito en el apartado
2.3. de Material y Métodos, se contabilizaron un total de 29 ETrcs a lo largo de los 53 dias
que durd el experimento. Globalmente, de las 32 cabras utilizadas, en 18 se manifesto al
menos una ETgcs (Tabla 5). De estas ultimas, 12 cabras solo tuvieron una elevacion (con
diferentes duraciones diarias), 4 cabras manifestaron dos elevaciones y 2 cabras tres o0 mas
elevaciones. Las ETrcs aparecieron tanto en cabras sanas (12 de 20 que permanecieron
sanas durante todo el estudio) como en infectadas (6 de 12 que estuvieron
permanentemente infectadas, Tabla 5). Ademas también se manifestd tanto en cabras de

primera lactacion (5 de 11) como en las de dos o mas lactaciones (13 de 21).

TABLA 5. Distribucion de las 32 cabras utilizadas segun el estado sanitario de la ubre y el
numero de elevaciones transitorias del RCS (ETrcs) que presentd cada animal a lo
largo del experimento.

N° ETgrcs ESTADO SANITARIO DE LA UBRE
por cabra SANA INFECTADA TODAS
Ninguna 8 6 14
1 8 4 12
2 3 1 4
3 1 0 1
>4 0 1 1
Al menos 1 12 6 18
TOTAL 20 12 32

La duraciéon de cada ETrcs fue variable (Tabla 6). De las 29 elevaciones
identificadas, 14 (48%) tuvieron una duracién de un dia, 6 (21%) de 2 dias, 4 (14%) de 3
dias y 2(7%) de 4 dias; las restantes 3 elevaciones (10%) en realidad no fueron puntuales,
dado que permanecieron entre 5 y 16 dias. Podemos destacar que en las cabras de primera

lactacion todas las ETrcs tuvieron una duracion de 1 6 2 dias.
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TABLA 6. Distribucion de las ETrcs segun el estado sanitario de la ubre, el nimero de
lactacion y los dias que dur6 cada elevacion

Ne DIAS QUE DURO CADA ETgcs
E.S. Ubre Lactacion 1 2 3 4 >5 Total
1 4 1 0 0 0 5
Sana > 5 0 3 2 2 13
Todas 9 1 3 2 17
1 0 | 0 0 0 1
Infectada ) 5 4 1 0 1 13
Todas 5 5 1 1 12
Todas 1 4 2 0 0 0 6
>2 10 4 4 2 3 26
Todas 14 6 4 3 29

En la Figura 4 se representa, para cada dia, el nimero de cabras que presentaban

una ETrcs, separadas segun el estado sanitario de la ubre (Figuras 5a y 5b). Se observa

que, tanto en las cabras sanas como en las infectadas, las elevaciones se presentaron a lo
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FIGURA 4. Evolucion a lo largo del estudio del nlimero de cabras que presentaban en un
mismo dia una ETgrcs | separadas segun el estado sanitario de la ubre ( a-sanas; b-
infectadas).
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largo del todo el experimento, aunque hubo una mayor concentracion entre los dias 22 y

25.

Por otra parte, en la Figura 5 se ha representado la evolucion de la media del RCS

en las ETrcs, considerando el periodo comprendido entre 6 dias antes de iniciarse la

elevacion y 6 dias después de finalizar la elevacion. En esta Figura se han separado las

elevaciones segin su duracion (1,2 y 3 dias) y el estado sanitario de la ubre. Puede

apreciarse que al aumentar la duracion de las ETrcs, el valor maximo del RCS alcanzado
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FIGURA 5. Evolucion diaria del RCS (x10° céls/ml) por glandula en las ETgcs,
considerando el periodo comprendido entre 6 dias antes y 6 dias después de
finalizar la elevacion, y de forma separada segun el estado sanitario de la ubre y la
duracioén en dias de la ETrcs, En ubres sanas: PD y PI, glandula derecha e izquierda,
respectivamente. En ubres infectadas: P.SANO y P.INF, glandula sana e infectada,
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en la elevacion también aumenta. Por ejemplo, en las glandulas sanas las ETgcs de 1 dia
tuvieron, de media, un RCS maximo entorno a 1.500x10° céls/ml, mientras que en las

ETrcs de 3 dias, la media del RCS maximo superd los 5.000x10° céls/ml.

El analisis realizado para estimar el efecto de las ETrcs sobre la produccion y
composicion de la leche, en los animales libres de I[IM, mostré que el factor Lote (ET vs
Testigo) tan solo afectd significativamente al RCS (p<0.01) y la lactosa (p<0.01), mientras
que la interacciéon Lote*Control fue significativa para el RCS (p<0.001), la produccion de

leche (p<0.05), la proteina (p<0.05) y la lactosa (p<0.01).

En la Tabla 8 se observa que los animales que sufrieron una ETrcs (lote ET en el
control semanal 0) produjeron en ese control menos leche (1279 ml) y lactosa (4.07), y
mas proteina (3.38), respecto a los siguientes dos controles semanales (produccion : 1531 y
1436 ml; lactosa: 4.33 y 4.34 %; proteina: 3.24 y 3.28 %); no obstante las diferencias con
el lote testigo tan solo fueron significativas en el caso de la lactosa en el control semanal 0.
En el caso de la grasa, ni el factor Lote, ni la interaccion Lote*Control fueron

significativos.

TABLA 7. Medias estimadas por minimos cuadrados del log;oRCS y la produccion y
composicion de la leche en tres controles semanales (controles 0, 1 y 2) de 8
cabras libres de IIM que manifestaron una ETrcs (control 0) y en 8 cabras Testigo
que no sufrieron ninguna ETRCS

Control semanal
Variable Lote 0 1 2 ES
ETrcs 6.48" 538" 5.43 0.11
L(gflls"/ljn(ff’ Testigo 5.26° 5.24° 5.34° 0.11
Niv.Sig. AAH NS NS -
) ETres 1279° 1531° 1436° 58
Pr?;“‘fl)on Testigo 1410° 1445° 1404° 58
PP Niv.Sig. NS NS NS
ETrcs 4.98 4.81 4.76 0.25
(E;Ora/sa) Testigo 4.62 4.54 4.93 0.25
p'P Niv.Sig. NS NS NS ;
, ETrcs 3.38" 3.24° 3.28" 0.05
IZf,Zte/m)a Testigo 3.08° 3.06° 337 0.05
PP Niv.Sig. NS NS NS -
ETges 407" 433 4.34° 0.04
%;Ctj’s)a Testigo 433" 438" 4.40° 0.04
PP Niv.Sig. ok NS NS :
ES: Error Estandar %5 | etras diferentes en una misma fila indica diferencia significativas (p<0,05)
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4 DISCUSION

Como cabia esperar las glandulas y ubres infectadas por ECN presentaron un RCS
significativamente mas elevado que las glandulas y ubres sanas, respectivamente, lo cual
coincide con lo sefialado por otros autores (Perrin y Baudry, 1993; Paape et al., 2001;
Bergonier et al., 2003; Reynal-Ljutovac et al., 2007). Resulta interesante el hecho de que
las glandulas sanas colaterales a las infectadas no presentaran recuentos superiores a las
glandulas de las ubres sanas, lo cual concuerda con Romero (2009). Sin embargo, este
resultado discrepa de otros trabajos (Dulin et al., 1983; Moroni et al., 2005; De los Campos
et al., 2006) en los que encuentran un aumento significativo de los recuentos en las
glandulas sanas de las ubres con mamitis unilateral. Es posible que las diferencias en
algunos factores, como el numero de lactaciéon (en nuestro caso, el 80% de las cabras
infectadas fueron de primera o segunda lactacion) o la virulencia de los gérmenes
involucrados (por ejemplo en Moroni et al., 2005, todas las infecciones estaban provocadas

por S. aureus) pudieran explicar esta discordancia.

La evolucion diaria de las medias aritméticas del RCS de las glandulas sanas ha
puesto de manifiesto que, puntualmente, pueden haber elevaciones importantes en los
recuentos, de modo que llegan a alcanzarse valores similares a las medias respectivas de
las glandulas infectadas (mas de 2 millones de céls/ml). Estas elevaciones solamente se
produjeron en algunos animales (en esos dias la desviacion estandar se incremento
notablemente y las medias geométricas apenas mostraron estas elevaciones), lo que
significa que existe variabilidad individual en la respuesta al posible factor no infeccioso
responsable de estas elevaciones. Estas fluctuaciones en los recuentos también fueron
encontradas por Zeng et al (1997) en leche de ubre, aunque en esta caso no se llevaron a

cabo andlisis bacterioldgicos.

Ademas de las elevaciones puntuales descritas, es destacable la variabilidad
individual que se observo entre animales, dado que el 18% de las glandulas sanas (4 cabras
de 20) tuvieron sistematicamente recuentos elevados (media entre 1 y 2 millones), mientras
que en el resto de glandulas la media de los recuentos fueron casi siempre inferiores a 0.5
millones de céls/ml). Estos elevados recuentos medios siempre ocurrieron en cabras
multiparas, y, por tanto, es coherente con el hecho de que practicamente todos los trabajos

(Luengo et al., 2004; Moroni et al., 2005; Leitner et al., 2007) observan un mayor RCS en
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las cabras multiparas que en las primiparas. En este tipo de glandulas (recuentos
sistemdticamente superiores a 1 millon céls/ml y negativos a los andlisis bacteriologicos)

Zeng y Escobar (1995) no encontraron ningun tipo de lesion histopatologica.

Este estudio también ha confirmado que el ganado caprino presenta elevaciones
bruscas del RCS en la leche, de forma que en un dia los recuentos aumentan mas de 2.5
veces, con valores de méas de 1 milléon de células, respecto a los valores precedentes.
Ademas, estas elevaciones se caracterizan por ser transitorias, dado que normalmente solo
duran entre 1 y 3 dias. Teniendo en cuenta que estas elevaciones también ocurren en cabras
libres de IIM (andlisis bacteriologicos sistematicamente negativos), y que siempre tenian

caracter bilateral, nos permite sospechar que su origen no es infeccioso.

La presencia de estas ETgrcs en el ganado caprino parece ser un fendmeno
caracteristico y relativamente frecuente. Asi, estas elevaciones se observaron a lo largo del
experimento (con una mayor concentracion entre los dias 22 y 26) y afectaron, al menos
una vez, a casi un 60% de las cabras, tanto en las cabras sanas como en las infectadas y en
las de primera lactacién como en las de dos o mas lactaciones. No obstante presentan una
gran variabilidad en los valores maximos alcanzados (de 1 a 20 millones de céls/ml), la
frecuencia con que aparece en una misma cabra (entre 1 y 4 veces) y en la duracion de

cada episodio (en 3 casos permanecieron entre 5 y 16 dias).

El efecto o relacion de las ETgrcs con la produccion (descenso alrededor del 11-
16%, respecto a los controles posteriores) parece confirmar que las elevaciones de los
recuentos no pueden ser debidas exclusivamente a un efecto de dilucion, tal y como ha sido
sugerido por algunos autores (Paape et al., 2001). Sin embargo, resulta paraddjico que, si
bien las ETrcs tienen aparentemente un origen no infeccioso, su efecto o relacion con la
produccion y la composicion de la leche (aumento de la proteina en un 4% y descenso de
la lactosa en un 6%) sea similar al que suele provocar las IIM causadas por bacterias de

moderada patogenicidad (Raynal-Ljutovac et al., 2007)
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5 CONCLUSIONES

1- Este trabajo ha permitido confirmar la existencia de elevaciones bruscas y
transitorias del RCS (ETgcs), de naturaleza no infecciosa, en el ganado caprino. En
estas elevaciones los recuentos se multiplican, al menos por 2.5, de un dia a otro,
alcanzando valores desde 0.7 a 15 millones de céls/ml en ambas glandulas. Su

duracion es variable, pero normalmente es de 1 a 3 dias.

2- La presencia de ETgrcsno se puede considerar como un fendmeno esporadico en el
ganado caprino. En nuestro estudio afectd, al menos una vez, a casi el 60% de las
cabras, y se manifesto tanto en las cabras sanas como en las infectadas, y en las de

primera lactacion como en las de segunda o mas lactaciones.
3- El aumento de los recuentos durante las ETrcs no puede ser explicado por cambios

en la produccién de leche (descenso de un 11-16%). En las ETgrcs aumenta la

proteina y disminuye la lactosa.
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VI. TERCER ESTUDIO

EFECTO DEL CELO SOBRE EL RECUENTO DE CELULAS SOMATICAS
EN LA LECHE DE CABRA

1. INTRODUCCION

En el ganado vacuno, ovino y caprino lechero se suele utilizar el RCS de la leche de
glandula o ubre como método indirecto para la deteccion de las infecciones intramamarias vy,
en la leche de tanque, como pardmetro de calidad de la leche comercializada (Harmon,
1994; Bergonier et al., 2003; Paape et al., 2007; Pirisi et al., 2007). No obstante, muchos
trabajos han puesto en manifiesto que los factores de naturaleza no infecciosa que influyen
sobre el RCS son mas importantes en el ganado caprino que en las otras dos especies (Paape
et al., 2001; Gonzalo, 2005). Existe abundante informacion sobre el efecto de los principales
factores no infecciosos, como el estado y numero de lactaciéon (Dulin et al., 1983,
Kalogridou-Vassiliadou et al., 1992, De Cremoux et al., 1996; Luengo et al., 2004), pero
aun existen otros factores no suficientemente descritos que contribuyen a la variabilidad del
RCS. Por ejemplo, Wilson (1995) encontr6 que el 75% de la variabilidad del RCS
individual/tanque no podia ser explicada a partir de los factores infecciosos o no infecciosos

conocidos.

Varios trabajos han indicado o demostrado que, en el ganado caprino, el celo puede
elevar el RCS de forma transitoria. Esto se ha observado en condiciones de campo (época
de cubricion: Lerondele et al., 1992; Calderini et al., 1996; Wilson et al., 1995) y en
experimentos en los que se han identificado celos espontaneos (Moroni, 2007) o se han
inducido celos hormonalmente (Aleandri et al., 1996; McDougall y Voermans, 2002;
Christodoulopoulos et al., 2008). Ademas, el aumento del RCS asociado a la presencia del
celo no se explicaria por el ligero descenso de la produccion de leche, lo cual sugiere que
es el propio celo el responsable directo del aumento celular, probablemente por

mecanismos fisiolégicos aun desconocidos (McDougall y Voermans, 2002).
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En la relacion que existe entre el celo y el RCS de la leche de cabra atin existen
aspectos no suficientemente esclarecidos. Por un lado, no se dispone de trabajos que hayan
estudiado si el efecto del celo es distinto en las cabras primiparas respecto a las multiparas.
Por otra lado, existe una cierta controversia en cuanto a si el celo puede afectar al RCS de
forma distinta segun sea el estado sanitario de la glandula. Asi, Bergonier et al. (2003)
indican que el estro podria provocar un mayor aumento del RCS en las glandulas con 1IM
que en las glandulas sanas, mientras que McDougall y Voermans (2002) no encuentran que
el efecto del celo sobre el RCS sea diferente en las ubres sanas e infectadas. Finalmente,
tampoco se ha estudiado como influye el celo sobre el recuento diferencial de células
somaticas. En este sentido, resultaria especialmente interesante conocer como varia el
recuento de PMN, dado que es el tipo celular cuantitativamente mds importante tanto en
las glandulas sanas como en las infectadas (Dulin et al., 1983; Sierra et al., 1999). Por
ejemplo, Moroni et al. (2007) formulan la hipotesis de que el incremento de células
somaticas durante el celo seria como consecuencia de la proliferacion y exfoliacion de

células epiteliales inducido por el aumento de los estrogenos.

Por otra parte, en otros trabajos previos (Estudio 2 de la presente Tesis Doctoral)
también se ha demostrado que el ganado caprino presenta con relativa frecuencia
elevaciones transitorias del RCS (ETgrcs) de naturaleza no infecciosa. En estos casos, los
recuentos se multiplican por mas de 2.5 veces, alcanzando valores entre 1 y 10 millones de
cels/ml, y con una duracién normalmente de entre 1 y 3 dias. Por tanto, en base a la
bibliografia citada anteriormente, es posible que el celo sea uno de los factores

responsables de estas ETrcs.

El objetivo de este trabajo es el de conocer en mayor medida como influye el celo
sobre el RCS en ganado caprino. En concreto, se pretende determinar: a) si el efecto del
celo sobre el RCS difiere con el numero de lactacion o el estado sanitario de la ubre; b) si
el celo provoca ETgrcs de caracteristicas similares a las encontradas en estudios previos; c)

como varia el recuento de PMN cuando se eleva el RCS por efecto del celo.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Diseiio experimental

El presente estudio se llevo a cabo en la granja experimental de ganado caprino de
raza Murciano-Granadina de la UPV. Los controles sanitarios realizados anualmente
indican que esta explotacion esta libre de brucelosis, tuberculosis, agalaxia contagiosa y

tiene una muy baja prevalencia del virus del AEC (un 2%)).

El experimento se repitid en dos afos no sucesivos, ambos en los meses de junio-
julio. Todos los animales de ambos experimentos se encontraban entre el tercero y quinto
mes de lactacion, y eran ordefiados una vez al dia (8:00h) con una rutina que incluia el

apurado a maquina e inmersion de los pezones en yodo tras la retirada de las pezoneras.

En el primer afo se utilizaron 33 cabras (11 de primera lactacion y 22 de segunda o
mas lactaciones; 20 sanas y 13 con IIM unilateral) que, tras un periodo pre-experimental de
6 dias, fueron distribuidas en dos grupos segiin niimero de lactacion, estado sanitario de la
ubre, RCS y nivel productivo. Uno de los grupos recibié un tratamiento hormonal para
sincronizar celos (n=18; grupo SC) mientras que el otro no recibié ningin tratamiento
(n=15; grupo Control). El tratamiento hormonal fue el habitualmente utilizado en las
explotaciones comerciales: 11 dias con esponjas vaginales de espuma de poliuretano
impregnadas con 30 mg de acetato de flugestona (Sincropart'"; Ceva Salud Animal,
Barcelona) y administracion de 300 UI de PMSG (Sincropart PMSG, Ceva Salud Animal)
y 0.5 ml de Enzaprost (andlogo sintético de PGF2a, Ceva Salud Animal) 48 h antes de la
retirada de las esponjas. Durante un periodo de 32 dias consecutivos (6 pre-experimental,
11 de tratamiento hormonal y 15 dias tras la retirada de esponjas) se controlé en todos los
animales el RCS por glandula y por ubre. Ademas, también se llevaron a cabo 6 controles
del estado sanitario de cada glandula en los dias -17, -13, -7, 0, 7 y 14 del experimento,
siendo el dia 0 el dia que finaliz6 el tratamiento hormonal. Todas las infecciones
estuvieron causadas por ECN, excepto un caso provocado por Corinebacterium spp. A
todas las cabras (grupo SC y Control) se les detecto la presencia de celos a las 24 h tras la
retirada de las esponjas y, en aquellas que no manifestaban el celo del grupo SC, se repitio

a las 36 y 48 h. La deteccion de celos se llevdo a cabo trasladando a las cabras,
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individualmente, a un parque donde estaba un macho, considerando que una cabra estaba

en celo cuando aceptaba la monta.

En el segundo afio se repitiéo el mismo disefio anterior, utilizando un total de 38
cabras (12 de primera y 26 de segunda o mas lactaciones; 25 con ubres sanas y 13 con
mamitis unilateral todas provocadas por ECN) de las cuales 19 fueron asignadas al grupo
SC y las otras 19 al grupo Control, utilizando los mismos criterios a los descritos en el
experimento 1. No obstante, en los resultados del grupo SC tan solo se consideraron 16
cabras, dado que una cabra sufri6 una mamitis clinica durante el tratamiento hormonal y
dos no manifestaron sintomas de celo tras la retirada de las esponjas. Ademas, en este
experimento también se registro diariamente, para cada animal, la produccion y
composicion (grasa, proteina, lactosa y materia seca) de la leche ordefiada. Finalmente, se
realizaron tinciones en muestras de leche de todas las glandula durante 7 dias consecutivos
(2 previos a la retirada de esponjas y 5 posteriores a dicha retirada). El recuento de PMN se
realizo, por glandula, en 12 cabras (6 del grupo SC, que manifestaron celo y una ETrcs tras
la retirada de las esponjas, y 6 del grupo control) durante 5 dias: dos dias previos al inicio
de las ETrcs (-2 y -1), el dia de maxima elevacion de los recuentos (0) y en dos dias

posteriores a la finalizacion de la ETgcs (+1 y +2).

2.2. Variables medidas

La leche total ordeniada (leche maquina mas leche de apurado a maquina) de cada
animal se registré6 mediante medidores volumétricos de 3.5 litros de capacidad, graduados

con divisiones de 50 ml (Esneder Ref. 90001; Industrias Berango S.L.).

Las muestras para los analisis de RCS y composicion de la leche se tomaron en
frascos de polipropileno de 50 ml con cierre hermético. Para determinar el RCS por
glandula se recogian unos 40 ml de leche de cada pezén por separado, mediante ordefio
manual antes de la puesta de pezoneras. La composicion y el RCS de la leche de ubre se
llevaron a cabo en una muestra de la leche total ordefiada de cada animal. Todas las
muestras permanecieron en refrigeracion (4° C) entre 24 y 36 h hasta que fueron
analizadas en el laboratorio. El RCS se analiz6 mediante el método Fluoro-opto-

electrénico (Fossomatic 5000; Foss-Electric S.A; ISO/IDF, 2008). La composicion de la
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leche (grasa, proteina, lactosa y materia seca) se determind por espectroscopia del

infrarrojo medio (MilkoScan FT120, Foss Electric S.A.).

El recuento de PMN se realizod en las muestras de leche tomadas por glandula, de

acuerdo al procedimiento descrito en el apartado 4.4. de Materiales y Métodos Generales.

Las muestras para el analisis bacterioldgico se tomaron por glandula antes del
ordefio. Para ello, se limpiaba el extremo del pezon con algodéon empapado con alcohol
etilico al 70%; a continuacion se eliminaban los primeros chorros y se recogian unos 3 ml
de leche en tubos estériles de cristal de 10 ml, provistos de tapon. Las muestras
permanecieron en refrigeracion (4° C) un maximo de 24 h realizdndose el analisis de

acuerdo a la metodologia descrita en el apartado 4.3. de Materiales y Métodos Generales.

2.3. Definicion de una elevacion transitoria del RCS

Basandose en el criterio definido por Martinez (2000), y en los resultados del
Estudio 1 de esta Tesis Doctoral, solamente se contabilizaron como ‘“Elevaciones
Transitorias” del RCS (ETrcs), de origen no infeccioso, aquellas que cumplian las

siguientes caracteristicas:

I- En ubres libres de IIM, el RCS de ambas glandulas sufrian un aumento
importante, de al menos 2.5 veces, respecto al dia anterior. En ubres infectadas,
con mamitis unilateral, se comprobaba que el aumento del RCS sefalado
anteriormente se producia en la glandula sana, y los recuentos también

aumentaban en la glandula infectada

2- Durante la elevacion, el RCS de cada glandula superaba los 0,7 millones de

céls/ml en primiparas y 1 millon de céls/ml en multiparas.

3- Después de uno o varios dias, el RCS de ambas glandulas y de la ubre

retornaba a valores similares a los precedentes a la elevacion.
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2.4. Analisis estadistico

Los resultados del RCS por glandula y ubre, registrados diariamente en ambos
experimentos, fueron analizados utilizando el siguiente modelo estadistico de medidas

repetidas:

Yijklmn =pu + Afo; + Grupoj + NLy + ES; + Glam(Aﬁoi GI'U.pOj NLy Esl) + Dia, +
Grupo;*Afio; + Grupo;*Dia,+ NL*Dia, + ES*Dia, + Afo;*Grupo;*Dia, +

NLi*Grupoj*Dia, + ES; *Grupo;*Dia, + €jjkimn 1]

Siendo:

Yijkimn = Log1oRCS

Afo; = efecto fijo del afio (1 y 2)

Grupo; = efecto fijo del grupo (SC —celos sincronizados- y control)

NLy= efecto fijo del nimero de lactacioni( 1y >2)

ES, = efecto fijo del estado sanitario de la glandula o ubre (sanas o infectadas)

Glan(Afo; Grupo; NLy ESj)= efecto aleatorio de la glandula k (1 a 136) o ubre k (1 a
68) dentro del Afo;, Grupo;, NLiy ES;

Dia, =efecto fijo del dia (26)

Grupo;*Afo; / Grupoj*Dia, / NLi*Dia, / ES;*Dia, = efecto fijo de las interacciones
dobles correspondientes

Afoi*Grupo;*Dia, / NL*Grupoj*Dia, / ES; *Grupo;*Dia, = efecto fijo de las
interacciones triples correspondientes

eijii = efecto aleatorio del error residual

Las variables de produccion y composicion de la leche fueron analizadas con el
modelo anterior, pero sin considerar el efecto “afio” ni sus interacciones (las citadas
variables solo fueron registradas en el segundo experimento) y afiadiendo al modelo una
covariable correspondiente a la media de los valores obtenidos en los 6 dias del periodo

pre-experimental (previo al inicio del tratamiento hormonal).

El porcentaje de PMN vy el recuento de PMN fueron analizados estadisticamente
con el siguiente modelo:

Y jjk = p + Grupo; + Glaj(Grupo;)+ Diax + Grupo;*Diay + e [2]
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Siendo:

Grupo; = efecto fijo del grupo (i=1 glandulas que manifestaron una ETrcs, del
grupo SC; j=2 glandulas que no manifestaron una ETgcs, del grupo
Control)

Glaj(Grupo; ) = efecto fijo de la glandula (24) jerarquizadas al Grupo i

Diay = efecto fijo del dia (-2, -1, 0, +1 y +2), considerando el dia de méaximo
recuentos durante una ETgrcs (dia 0), y los dias previos (-2 y -1) y
posteriores (+1 y +2) a los dias en que se manifestdo la ET para cada

animal.

En los andlisis estadisticos de los modelos [1] y [2] el RCS fue analizado en log;,
con objeto de normalizar su distribucion (Ali y Shook, 1980), utilizando el Procedimiento

MIXED del paquete estadistico SAS (SAS, 2008).

La frecuencia de cabras que manifestaron al menos una ETrcs, segtn el Grupo (SC
y Control), nimero de lactacion y estado sanitario de la ubre, fue analizado
estadisticamente con el test y° utilizando el Procedimiento FREQ del mismo programa

estadistico citado anteriormente.

3. RESULTADOS

La deteccion de celos realizada en los dias +1 y +2 confirmé que todas las cabras
del grupo SC (excepto 2 que no fueron consideradas en los resultados) se encontraban en
ese momento en celo; por el contrario, ninguna cabra del grupo control manifesto

comportamiento de celo en el dia +1.

Respecto al RCS de la leche de ubre, se observo que la interaccion Grupo*Dia fue
significativa (p<0.001; Tabla 1). Considerando los resultados conjuntos de los dos afios
(Tabla 2 y Figura 1c), se verificé que el RCS se elevo significativamente en el grupo SC,
respecto al grupo Control, en los dias 0 (p<0.05),+1(p<0.001) y +2 (p<0.01). Por el
contrario, en todos los otros dias del ensayo los recuentos de ambos grupos experimentales
no mostraron diferencias significativas (Tabla 2). La interacciéon Ano*Grupo*Dia también

resulto significativa (p<0.001), lo cual podria ser debido a que los recuentos del grupo SC
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TABLA 1. Resultados del analisis estadistico utilizado para estudiar la influencia de
diversos factores sobre las variables de RCS, determinado por glandula y ubre, y la
produccion y composicion de la leche ordefiada registrada por ubre

Variables
T ;
Factores ; Log RCS Produccién® | Grasa® | Proteina® | Lactosa’ Materzla
Glandulas | Ubres seca
Ao NS NS - - - - -
Grupo NS NS NS NS NS NS NS
ES ** ** NS NS NS * NS
Dl’a skeksk skeksk skeksk skesksk ek skeksk sksksk
Grupo* Afio NS NS - - - - -
ES * Dia NS NS NS NS NS NS NS
NL * Grupo* Dia NS NS NS NS NS NS NS
ES * Grupo* Dia NS NS NS NS NS NS NS
Afo* Grupo*Dia Fkok Hokok - - - - -
Covariable _ _ seodok skokok seokok seokok ook

' Resultados obtenidos en los experimentos realizados en los afios 1y 2
? Resultados obtenidos en el experimento realizado en el afio 2

TABLA 2. Comparacion del 1ogRCS (céls/ml), en la leche de ubre, entre el grupo de
cabras que recibi6 un tratamiento de sincronizacion de celos (SC) y otro grupo de animales
que no recibid ningun tratamiento (control), en los experimentos realizados en el afio 1 y 2.

Afio 1 Afo 2 Total ( Afio 1+ Afio 2)
Dia SC Control | Niv.Si SC Control | Niv.Si SC Control | Niv.Si
(n=18) (n=15) g (n=16) (n=19) g (n=34) (n=34) g
-4 5.39 5.50 NS 5.51 5.52 NS 5.51 5.53 NS
3 5.59 5.75 NS 5.55 5.46 NS 5.48 5.49 NS
2 5.44 5.66 NS 5.61 5.57 NS 5.53 5.63 NS
-1 5.85 5.83 NS 5.56 5.51 NS 5.74 5.68 NS
0 RE 5.94 5.52 * 5.64 5.51 NS 5.80 5.52 *
1 6.08 5.57 ok 5.93 5.49 * 6.00 5.54 ok ok
2 6.04 5.62 * 6.05 5.61 * 6.04 5.63 ok
3 5.62 5.59 NS 5.93 5.56 * 5.76 5.59 NS
4 5.81 5.73 NS 5.73 5.54 NS 5.78 5.65 NS
5 5.87 5.73 NS 5.77 5.60 NS 5.85 5.67 NS
6 6.19 6.10 NS 5.78 5.69 NS 5.90 5.83 NS
7 6.05 6.17 NS 5.80 5.71 NS 5.94 5.95 NS
8 5.81 5.85 NS 5.73 5.77 NS 5.82 5.90 NS
9 5.64 5.79 NS 5.61 5.82 NS 5.64 5.81 NS
10 5.54 5.60 NS 5.58 5.70 NS 5.62 5.75 NS
11 5.61 5.66 NS 5.55 5.67 NS 5.61 5.68 NS
12 5.65 5.64 NS 5.57 5.61 NS 5.63 5.70 NS
13 5.65 5.79 NS 5.62 5.60 NS 5.66 5.72 NS
ES 0.119 | 0.122 - 0.156 | 0.126 - 0.09 0.08 -

RE :retirada de las esponjas
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a) Aio 1
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FIGURA 1. Evolucién diaria de las medias aritméticas del RCS (céls/ml) en la leche de
ubre en dos grupos de cabras (SC — tratamiento hormonal de sincronizacion
de celos- y Control), en cada uno de los afios que se realizd el experimento.
R.E.: momento de la retirada de las esponjas.
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empezaron a elevarse antes en el experimento realizado en el primer afio (diferencias
significativas en los dias 0, +1 y +2) que en el experimento llevado a cabo en el segundo
afio (diferencias significativas en los dias +1, +2 y +3; Tabla 2 y Figuras la y 1b). En
cualquier caso, podemos destacar la coincidencia de que en ambos experimentos los
recuentos se elevaron significativamente durante tres dias consecutivos, en los dias en que

las cabras estaban en celo (inducido hormonalmente).

La interaccion Numero de Lactacion*Grupo*Dia no result6 significativa (Tabla 1).
En la Tabla 3 se observa que, tanto en las cabras primera lactacién como en las de dos o
mas lactaciones, el RCS del grupo SC se elevo significativamente en los Dias +1 y +2,
respecto al grupo Control (Figura 2) La interaccion Estado Sanitario*Grupo*Dia tampoco
resultd significativa (Tabla 1), de modo que el tratamiento hormonal para inducir celos
provoco, tanto en las ubres sanas como en las infectadas, un aumento significativo del RCS
(Dias +1 y +2), respecto al grupo Control (Tabla 4; Figura 3). Un hecho a destacar es que,
en las ubres sanas, el celo inducido elevo el RCS hasta alcanzar unos valores (media
aritmética del orden de 2- 2,3 millones de células/ml; Figura 3a) que fueron superiores a
los que mostraban las ubres infectadas (tanto del grupo SC como control) en los dias
anteriores a la presencia de celos inducidos (medias aritméticas alrededor de 1-1,5 millones
de células/ml; Figura 3b). Esto mismo se puede observar con el RCS registrado a nivel de

glandula (Figura 4).

Por otra parte, en la Figura 1 también podemos observar que en el grupo Control los
recuentos se elevaron entre los dias +6 y +8, aunque las diferencias con el grupo SC no
llegaron a ser significativas (Tablas 2 y 3). Esta tendencia se aprecia en los dos
experimentos realizados, tanto en las cabras primiparas como en multiparas, y en las

ubres/glandulas sanas como en las infectadas (Figuras 2 ,3 y 4).

Respecto a la produccién de leche, la interaccion Grupo*Dia fue significativa
(Tabla 1). Ello fue debido a que la produccion diminuy6 significativamente en el grupo SC
en los dias 0, +1 y +2, respecto al grupo control, mientras que en el resto del periodo
experimental las diferencias no fueron significativas. En los tres dias citados, la media de
la produccion de leche en el grupo SC fue un 13% inferior respecto al grupo control (1959

ml vs 2260 ml, respectivamente; Tabla 5)
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TABLA 3. Comparacion del logRCS (céls/ml), en la leche de ubre, entre el grupo de
cabras que recibio un tratamiento de sincronizaciéon de celos (SC) y otro grupo
de animales que no recibié ningun tratamiento (control), segiin el nimero de

lactacion de las cabras.

Lactacion 1 Lactacion > 2
Dia (n=22) (n=46)
SC Control NS SC Control NS
(n=10) (n=12) ) (n=24) (n=22) )
-4 5.41 5.30 NS 5.67 5.74 NS
-3 5.29 5.33 NS 5.65 5.65 NS
-2 5.42 5.41 NS 5.66 5.87 NS
-1 5.84 5.46 NS 5.84 5.90 NS
0"* 5.79 5.28 NS 5.96 5.76 NS
1 5.98 5.32 *ok 6.14 5.74 * ¥
2 5.88 5.33 * 6.22 5.91 *
3 5.56 5.37 NS 5.98 5.83 NS
4 5.84 5.55 NS 5.83 5.78 NS
5 5.92 5.59 NS 5.91 5.81 NS
6 5.90 5.70 NS 5.96 5.90 NS
7 5.91 5.77 NS 6.01 6.19 NS
8 5.60 5.78 NS 5.80 6.00 NS
9 5.45 5.81 NS 5.80 5.90 NS
10 5.40 5.59 NS 5.80 5.84 NS
11 5.45 5.52 NS 5.81 5.82 NS
12 5.52 5.59 NS 5.80 5.83 NS
13 5.63 5.62 NS 5.79 5.83 NS
ES 0.186 0.149 - 0.10 0.102 -
RE: retirada de esponjas ES: error estandar
a) Lactacion =1 b) Lactacion >2
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S 2500 | S 2500 |
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2 oo 8 o)
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500 500
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16-14-12-10 8 6 4 2 0 2 4 6 8 10 12 14
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—o— SC —a— Control

FIGURA 2 Evolucion diaria de las medias aritméticas del RCS (céls/ml) en la leche de
ubre en el grupo de cabras SC (sincronizacién de celos) y Control, segin el
numero de lactacion de las cabras. R.E.: retirada de las esponjas.
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TABLA 4. Comparacion del logRCS (céls/ml), en la leche de ubre, entre el grupo de
cabras que recibi6o un tratamiento de sincronizaciéon de celos (SC) y otro grupo
de animales que no recibid ningin tratamiento (control), segun el estado
sanitario de la ubre

Sanas Infectadas
Dia (n=45) (n=23)
SC Control NS SC Control NS
(n=23) (n=22) ' (n=11) (n=12) '
-4 5.32 5.37 NS 5.76 5.71 NS
-3 5.25 5.34 NS 5.68 5.97 NS
-2 5.34 5.43 NS 5.76 5.83 NS
-1 5.50 5.56 NS 6.10 5.80 NS
oRE 5.61 5.40 NS 6.04 5.64 NS
1 5.89 541 ok 6.22 5.69 *
2 5.87 5.42 *ok 6.23 5.83 *
3 5.61 5.46 NS 6.04 5.76 NS
4 5.54 5.52 NS 6.21 5.87 NS
5 5.56 5.58 NS 6.29 5.86 NS
6 5.59 5.61 NS 6.25 6.05 NS
7 5.71 5.88 NS 6.30 6.13 NS
8 5.62 5.79 NS 5.99 6.03 NS
9 5.48 5.75 NS 5.82 5.96 NS
10 5.49 5.64 NS 5.81 5.84 NS
11 5.44 5.58 NS 5.78 5.78 NS
12 542 5.53 NS 5.80 5.83 NS
13 5.48 5.55 NS 5.90 5.91 NS
ES 0.110 0.112 - 0.160 0.124 -

RE: retirada de esponjas

a) Ubras sanas

ES: error estandar

R.E.
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FIGURA 3 Evolucién diaria de las medias aritméticas del RCS (x10° céls/ml) en la leche
de ubre en el grupo de cabras SC (sincronizacion de celos) y Control, segun el
estado sanitario de la ubre
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a) Glan. Sanas. Lactacion =1 b) Glan. Sanas.Lactacion >2
(SC, n=16; Control, n=18) (SC, n=30 ; Control, n=26)
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FIGURA 4. Evolucion diaria de las medias aritméticas del RCS (céls/ml) en la leche de
glandula en el grupo de cabras SC (sincronizacion de celos) y Control, segin el
estado sanitario de la ubre y el nimero de lactacion. RE: retirada de las esponjas.

En cuanto a la composicion de la leche, la interaccion Grupo*Dia fue significativa
para la proteina (P<0.001) y la materia seca (p<0.01), y no lo fue para la grasa y la lactosa

(Tabla 1).

En el caso de la proteina, la leche del grupo SC present6 valores significativamente
mas elevados en los dias 0, +1, +2 y +3, mientras que en el resto del periodo experimental
las diferencias no fueron significativas (Tabla 5). Lo mismo ocurrié con la materia seca,
aunque en este caso las diferencias fueron significativas tan solo en los dias 0 y +1 (Tabla

5).
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3.1. Elevaciones transitorias del RCS

A lo largo del periodo experimental se identificaron el mismo numero (n=29) de
elevaciones transitorias del RCS (ETgrcs) en el grupo SC que en el grupo Control, si bien
su distribucion temporal fue diferente. Esto puede observarse en la Figura 5, donde se ha
representado, para cada dia, el nimero de cabras que presentaban una ETgrcs en cada uno
de los grupos experimentales. En el grupo SC la mayor frecuencia de ETrcs aparecio en
los dias +1, +2 y +3, de modo que 20 cabras del grupo SC tuvieron una ETgrcs en uno o
varios de estos tres dias. Por tanto, vemos que de las 34 cabras del grupo SC que
manifestaron el celo entre los dias +1 y +2, casi el 60% mostraron una ETrcs en los tres
dias citados anteriormente. También se observa en la Figura 5 que en los dias +6 y +7 un
26 % de las cabras del grupo SC (9 de 34) manifestaron una ETgcs. Por otra parte, en el
grupo Control, la mayor frecuencia de ETrcs se produjo entre los dias +7 y +9, afectando a

al 41% de los animales de este grupo (14 de 34).

N° de cabras
18

16
14 +
12 +
10 -

8

6
4 II

:

-16 -14 -12-10 -8 6 4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14

Dias
—e— SC —a— Control

FIGURA 5. Evolucion diaria del nimero de cabras que presentaban en un mismo dia una
Elevacion Transitoria del RCS (ETgrcs) en el grupo de cabras SC (tratamiento
hormonal de sincronizacién de celos) y Control.

La mayoria de las ETrcs tuvieron una duracion de 1 a 3 dias, tanto en el grupo SC

como el grupo Control. Esta misma duracion también se observo tanto en las cabras sanas
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como en infectadas, y en las de primera lactacion como en las de lactaciones superiores

(Tablas 6a 'y 6b).

TABLA 6. Distribucion de las ETgrcs identificadas en el grupo de cabras SC
(sincronizacion de celos) y Control, segin el estado sanitario de la ubre, el
numero de lactacion y los dia que durd cada ETgcs.

a) Grupo SC
ES. N® DIAS QUE DURO CADA ETgcs
Ubre Lactacio 1 2 3 4 >5 Total
1 2 3 0 1 1 7
Sana >2 4 3 3 0 2 12
Todas 6 6 3 1 3 19
1 0 1 2 0 0 3
Infectada > 0 2 3 0 2 7
Todas 0 3 5 0 2 10
1 2 4 2 1 1 10
Todas > 4 5 6 0 4 18
Todas 6 9 8 1 5 29
b) Grupo Control
5.5l N¢ DIAS QUE DURO CADA ETgcs
Ubre Lactacio 1 2 3 4 >5 Total
1 0 2 1 1 0 4
Sana >2 6 1 6 0 0 13
Todas 6 3 7 1 0 17
1 0 1 0 0 0 1
Infectada > 4 3 4 0 0 11
Todas 4 4 4 0 0 12
1 0 3 1 1 0 5
Todas >2 10 4 10 0 0 24
Todas 10 7 11 1 0 29

Por otra parte, también podemos destacar que la proporciéon de cabras que
manifestaron al menos una ETrcs a lo largo de todo el experimento no difirid
significativamente (p>0.05) entre ambos grupos experimentales, considerando todos los
animales (73.5% y 64.7% en los grupos SC y Control, respectivamente; Tabla 7) o bien

considerando de forma separada los animales libres de IIM (73.9% y 68.1%), animales con
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IIM (72.7% y 58.3%) y en las cabras multiparas (70.8% y 77.2%). En las primiparas hubo
mas diferencia entre el grupo SC (80%) y el grupo Control (41.6%), de modo casi llego6 a
ser significativa (p=0.06; Tabla 7).

En el grupo SC, la proporcion de cabras que manifestaron una ETgcs no difirié
significativamente entre las cabras de primera y segunda o mas lactaciones (80.0% y
70.8%, respectivamente). Por el contrario, en el grupo Control, la proporcion de cabras
primiparas que manifestaron una ETgrcs fue significativamente inferior respecto a las

cabras multiparas (41.6% y 77.2%, respectivamente; p<0.05; Tabla 7).

TABLA .7 Numero de cabras (n) que manifestaron al menos una ETrcs a lo largo del
experimento en el grupo SC (sincronizacion de celos) y Control, segiin nimero
de lactacion y estado sanitario de la ubre

Grupo
Factor SC Control Niv. Sig Total
n % n % n %
Lactacion 1 8 (10)| 80 | 5 (12) | 416 (pzl\g)?o 6| 13 @)1
Lactacion > 2 17 (4)| 70.8 |17 (22) | 77.2 NS 34 (46) | 73.9
Niv.sig NS * NS
Cabras Sanas | 17 (23)] 739 [ 15 (22) | 68.1 NS 32 @45 ] 711
Cabras infectadas | 8 (11) | 72.7 | 7 (12) | 58.3 NS 15 (23) | 65.2
Niv.sig NS NS - NS
Todas 25 (34)| 735 |22 (34) | 64.7 NS 47  (68) | 69.1

() : nimero total de cabras en cada subgrupo

En las ETgcs identificadas, los recuentos aumentaron entre 2.5 y 180 veces
respecto a los valores previos al inicio de la elevacion. En la Figura 6 se ha representado el
incremento maximo del RCS durante cada elevacion, en relacion al RCS que existia antes
de iniciarse la elevacion (RCSprevio: media de los tres dias previos al inicio de la ET).
Este incremento méaximo se ha expresado de dos formas, como diferencia (RCSmax-
RCSprevio; Figura 6a) y como relacion (RCSmax/RCSprevio, Figura 6b). Debemos
precisar que, para no tener problemas de escala, en la Figura 6b no se han representado un
caso de ETrcs en el que se incrementd 180 veces el RCS (pas6 de 80 mil a 15 millones de
céls/ml en un solo dia, para descender en 5 dias a 100 mil céls/ml). En la citada figura se
aprecia que, a medida que las cabras presentaban mayores recuentos previos, tendid a

aumentar el incremento de RCS expresado como diferencia (RCSmax-RCSprevio; Figura
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6a), pero este incremento tendid a disminuir cuando se expresa como relacion

(RCSmax/RCSprevio; Figura 6b). En ambos casos la regresion lineal fue significativa

(p<0.05 y p<0.01, respectivamente).

a) RCSmax — RCSprevio (x1000) b) RCSmax/RCSprevio
20000 70
18000 1 . . | .
16000 - - = 60
14000 50
12000 o
10000 1 = .00 : ;2
4 |

8000 e, 0 .

6000 e %, 20 — v

4000 - . CHEIR 10 a .

» L™ - 7 LA | F ] +
zoog () e . = Tl nf 't o0 ™
4,5 5 55 6 6,5 7 4,5 5 55 6 6.5 7

LogRCSprevio LogRCSprevio

«+ ubres infectadas m ubres sanas

FIGURA 6. Incremento maximo del RCS (céls/ml) durante las ETgcs, segun el RCS (en
log) que tenian los animales en los tres dias previos al estrés (RCSprevio).
Incremento de RCS expresado como: a) diferencia (RCSmax-RCSprevio) y b)
relacion (RCSmax/RCSprevio).

Se hizo un andlisis estadistico para estudiar si el incremento de RCS durante las
ETrcs dependia del estado sanitario de la ubre, el nimero de lactacion o el tipo de
elevacion (provocadas por el celo inducido o otras elevaciones), encontrando que solo el
numero de lactacion llegaba a tener un efecto significativo cuando el incremento se
expresa como diferencia (menores elevaciones en las cabras de primer parto que en las de

dos o mas partos; p<0.05)

En la Tabla 8 se presenta el recuento de PMN por glandula en 6 cabras libres de
IIM del grupo SC que manifestaron simultdneamente sintomas de celo y una ETgcs,
considerando 5 dias: dos dias previos al inicio de la elevacion, el dia de la elevacion en que
se alcanzaron los maximos recuentos, y dos dias posteriores a la finalizacion de la
elevacion. Ademas, en dicha Tabla también se recoge la evolucion del recuento de PMN en
6 cabras sanas del grupo Control (sin manifestar celo ni ETrcs) durante los mismos 5 dias
considerados anteriormente. La interaccion Grupo*Dia no afectd significativamente al
porcentaje de PMN, observandose que en el grupo SC, este porcentaje fue similar en el dia

de la ETrcs (55.9%), respecto a los dias anteriores (56-57%) y posteriores a dicha
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elevacion (48-53%). Por consiguiente, en los dias en que se produjo el aumento del RCS,
también se elevo significativamente el recuento total de PMN, llegando a alcanzar un valor
medio, en log, de 6.02 (media geométrica de 1.047.000 cels/ml), el cual fue
significativamente mas elevado que los valores obtenidos en los dias anteriores
(logRCS=5.38 y 5.52) y posteriores (IogRCS: 5.62 y 5.66) a las elevaciones transitorias.
Por el contrario, en las cabras del grupo Control, el recuento total de células somaticas, el
porcentaje de PMN vy el recuento total de PMN no variaron significativamente en los cinco

dias considerados.

TABLA 8. Evolucion durante 5 dias del RCS (en log), del porcentaje de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y del recuento de PMN (en log) en la leche de
glandula de 6 cabras del grupo SC (sincronizacién de celos) y 6 cabras del grupo

Control..
Dia! LOG RCS (céls/ml) PMN (%) LOG RPMN (céls/ml)
Grupo SC Control Grupo SC Control Grupo SC Control
2 5.62° 5.30 56.3 58.0 5.38° 5.02
-1 5.75% 5.25 57.0 52.6 5.52% 4.94
ETrcs 6.26 " 5.24 55.9 57.3 6.02° 5.00
1 5.93°¢ 5.23 53.4 54.3 5.66 ¢ 4.96
2 5.89 < 5.25 48.0 52.1 5.62¢ 4.96
ES 0.11 0.13 43 3.8 0.11 0.15
Niv.sig ok NS NS NS Kok NS
Gﬁ;jit)gl:a ok NS sk

Todas las cabras estaban libres de IIM. Las cabras del grupo SC manifestaron celo y, simultdneamente, una ETrcg

! Dos dias previos al inicio de la ETg¢s (-2 y -1), el dia en que se produjo el RCS méaximo (ETgcs) y los dias posteriores a
la finalizacion de la ETgcs (+1y +2)

ES: error estandar

a,b,c,d Letras diferentes en una misma columna indica diferencias significativas (p<0.05)

5. DISCUSION

Este trabajo ha confirmado que los celos inducidos hormonalmente provocan un
aumento transitorio en los recuentos medios de un lote de cabras. Durante los tres primeros

dias alrededor del celo aumentaron significativamente los recuentos, pero también se
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observo en el lote tratado una ligera elevacion a los 5-6 dias tras los primeros celos.
Ademas, también es remarcable que en el lote Control aumentaran los recuentos a la
semana de iniciarse los celos en el lote SC. Por ejemplo, en esos dias un 41% de las cabras
del lote Control presentaron una ETgcs. Este incremento del RCS en el grupo Control ya
fue observado por Mcdougall and Voermans (2002), y supuestamente indicaria que las
cabras que salieron en celo por el tratamiento hormonal inducirian una agrupacion de celos
en las cabras del grupo Control que estuvieran en anoestro estacional (Walkden-Brown et
al., 1999). Por tanto, es probable que en una explotacion que lleve a cabo una induccion de
celos (tratamientos hormonales o efecto macho) los recuentos de la leche de tanque

permanezcan mas elevados durante casi una semana tras el inicio de los primeros celos.

De acuerdo a Moroni et al. (2007), el aumento del RCS se inicia con la regresion
luteal (disminucion de progesterona) y aumento de los estrégenos en sangre. Sin embargo,
en nuestro caso hubo bastante variabilidad individual en la relacion entre el celo y el RCS.
Por ejemplo, solo el 60% de las cabras que estaban en celo presentaron una ETrcs; ademas,
en algunos de estos animales los recuentos empezaron a aumentar en los dias -1 y 0

(ambos, antes de retirar las esponjas) y en otros fue en el dia +1 e incluso en el dia +2.

El efecto del celo sobre el RCS no llegé a diferir significativamente entre las ubres
sanas e infectadas (interaccion ES*Grupo*Dia no significativo), lo cual coincide con lo
encontrado por Mcdougall y Voermans (2002). Por otra parte, el citado efecto tampoco
difirié significativamente segin el niumero de lactacion (NL) de las cabras (interaccion
NL*Grupo*Dia no significativo). No obstante, otros datos sugieren que el celo incrementa
en menor medida los recuentos en las cabras primiparas que en las multiparas. Por
ejemplo, considerando exclusivamente las glandulas sanas del lote SC, durante el celo las
medias aritméticas de los recuentos aumentaron en las cabras primiparas desde 200.000
hasta 600.000 céls/ml, mientras que en las multiparas este incremento fue mayor, desde
600.000 hasta 3.200.000 céls/ml (Figura 4). Ademas, en las ETgcs identificadas, el
incremento maximo alcanzado fue menor en las cabras primiparas que en las multiparas.
No obstante, no se dispone de ningln trabajo en la bibliografia con el que comparar estos

resultados.

El celo también provocod un moderado descenso en la produccion de leche (afio 2),

lo cual ya habia sido descrito anteriormente por otros autores (Peaker and Linzell, 1974).
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Mcdougall and Voermans (2002) también observan que el celo tiende a disminuir la
produccion de leche, aunque las diferencias no llegaron a ser significativas. En cualquier
caso, el descenso productivo observado en nuestro trabajo en modo alguno puede explicar,
por si solo, a través de un efecto de dilucidén/concentracion, el aumento del RCS (las
medias aritméticas pasaron de 900.000 a 2.500.000 de céls/ml es decir un incremento de
mas del 180%, mientras que la produccion tan solo disminuy6 en un 13%), lo cual discrepa
de lo sugerido por Paape et al (2001). Respecto a la composicion de la leche, el celo
incremento significativamente la proteina y no afect6 a la grasa y lactosa, lo cual coincide

con lo observado por Moroni et al. (2007) y Christodoulopoulos et al. (2008).

Las ETrcs acaecidas durante los celos inducidos fueron similares en duracion y
recuentos maximos al resto de ETrcs identificadas durante el experimento, y a las que
fueron identificadas en el Estudio 2. Por tanto, es probable que el aumento de los recuentos
medios del lote que se observo puntualmente en este ultimo Estudio fuera provocados por
una agrupacion de celos. No obstante, queda abierta la posibilidad de que existan otros
factores, como el estrés, que también pudieran provocar estas ETrcs, tal y como han
sugerido otros autores (Lerondelle et al., 1992; Corrales et al., 1997; Salama et al., 2003;
Karzis et al., 2004). Resulta interesante el hecho de que en las ETgcs el incremento de los
recuentos (como diferencia) tiende a ser mas elevado en aquellas cabras que parten de un
mayor RCS antes de la elevacion. Sin embargo, cuando el incremento se expresa en

porcentaje, la tendencia es justo la contraria.

En este trabajo no hemos podido demostrar que el incremento de RCS que se
produce durante el celo sea debido principalmente a un incremento de los leucocitos PMN,
dado que su porcentaje no varié respecto a los valores obtenidos antes y después de
haberse producido las elevaciones en los recuentos. Aunque no podemos saber si las
células epiteliales también se incrementan durante el celo, el resultado anterior confirma
que no son este tipo de células las que exclusivamente incrementan durante el celo, tal y

como habia sido sugerido por Moroni et al. (2007).
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6.

1-

CONCLUSIONES

En el ganado caprino, el celo provoca un incremento importante del RCS en la leche.
Este incremento es transitorio, con una duracion normalmente de 1-3 dias en una cabra
individual y, probablemente, de alrededor de una semana en la leche de tanque de un

lote de cabras sometidas a una sincronizacion de celos.

Estadisticamente no se ha podido demostrar que el celo eleve més los recuentos en las
cabras infectadas que en las sanas, o en las multiparas respecto a las primiparas. Sin
embargo, ciertos datos apuntan a que en la leche de tanque aumentarian mas los

recuentos en las cabras multiparas.

Existe una gran variabilidad individual en el efecto del celo sobre el RCS. Por ejemplo,
tan solo en el 60% de los animales que estaban en celo inducido hormonalmente
aumentaron suficientemente los recuentos como para ser considerados como ETrcs. En

el restante 40% de cabras los recuentos aumentaron en poca medida durante el celo.

El incremento de RCS que se produce durante el celo (aumento del 180% en las medias
aritméticas) no puede explicarse por los cambios en la produccion de leche (descenso de
un 13%). Durante el celo también aumenta el porcentaje de proteina y materia seca de la

leche.

Las ETrcs que se produjeron durante los celos inducidos tuvieron caracteristicas
similares al resto de ETrcs identificadas en este Estudio y en el Estudio 2 de la presente
Tesis Doctoral. No obstante, no podemos descartar que existen otros factores, distintos

del celo, que también pueden provocar estas ETrcs.

Durante el celo se eleva el RCS, pero el porcentaje de leucocitos PMN en la leche no
cambia. Por tanto, el celo no eleva especificamente un solo tipo de las células soméaticas

de la leche, como podrian ser los leucocitos PMN o las células epiteliales.
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VII. CUARTO ESTUDIO

EFECTO DE VARIOS TIPOS DE ESTRES SOBRE EL RECUENTO DE
CELULAS SOMATICAS EN LA LECHE DE CABRA

1. INTRODUCCION

El estrés desencadena en los animales una serie de mecanismos fisioldgicos, entre
los cuales podemos citar la activacion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal, un
incremento en la secrecion de glucocorticoides (cortisol y corticosterona) y un aumento de
los leucocitos en sangre, junto a una reducciéon del ratio linfocitos/PMN sanguineos
(Merlot, 2004). Ademas, en el ganado vacuno también se ha visto que el estrés del
transporte aumenta, in vitro, la capacidad de migracion de los neutréfilos, lo que indicaria
que estos poseen una mayor capacidad para alcanzar las zonas extravasculares (Yagi et al.,
2004). Por consiguiente, podriamos cuestionarnos si ciertas situaciones estresantes podrian

provocar una elevacion del RCS en la leche.

En vacuno, los trabajos que han estudiado la relacion entre el estrés y el RCS han
obtenido resultados dispares. Asi, algunos autores han encontrado que al someter a los
animales a un fuerte ejercicio (andar unos 10 km al dia; Coulon et al., 2004) o al ser
transportados en camiones durante 4h (Yagi et al., 2004) se produce un aumento del
cortisol en sangre y del RCS en la leche, asi como un descenso de la produccion de leche.
Por el contrario, otros autores encontraron que el estrés térmico (Paape et al., 1973), el
reagrupamiento (Arave y Albright, 1976), el traslado a nuevas instalaciones (Varner et al.,
1983) o las pequetias corrientes eléctricas ( Lefcourt et al., 1985; Gorewit et al., 1992) no
afectaban al RCS. Asi mismo, los intentos de aumentar el RCS administrando a los
animales corticosteroides o ACTH también han obtenido resultados contradictorios, ya
que en algunos casos no se encontrd ningin efecto (Paape et al., 1973) mientras que en
otros si que detectaron incrementos, aunque estos fueron modestos (Wegner et al., 1976).

En cualquier caso, parece que el estrés podria afectar en mayor medida al RCS en las vacas
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con infeccion intramamaria (IIM) que en las vacas sanas (Reneau, 1986; Coulon et al.,

2004).

En el ganado caprino, los factores de naturaleza no infecciosa, como el nimero y
estado de lactacion, ejercen una mayor influencia sobre el RCS que en el ganado vacuno y
ovino (Bergonier et al., 2003; Haenlein, 2002; Paape et al., 2007; Raynal-Ljutovac et al.,
2007). Ademas, en caprino también se ha comprobado que el RCS individual presenta una
elevada variabilidad diaria (Randy et al., 1988; Zeng et al., 1997), mostrando en ocasiones
importantes elevaciones transitorias (ETgcs) de corta duracién (normalmente de 1-3 dias),
en las cuales los recuentos aumentan en una cabra de 2 a 20 veces en un solo dia (Estudio
2 de la presente Tesis Doctoral). Por el momento, se ha demostrado que el celo eleva el
RCS (McDougall y Voermans, 2002; Moroni, 2007; Christodoulopoulos et al., 2008) y
provoca ETgrcs (Estudio 3 de la presente Tesis Doctoral), pero se desconoce si existen otros
factores no infecciosos que también tengan el mismo efecto. Algunos autores sugieren o
han encontrado que ciertas situaciones aparentemente estresantes, relacionadas con la
alimentacion (acidosis ruminal), la vacunacion contra la enterotoxemia (Lerondelle et al.,
1992), las campafias de saneamiento (extracciones de sangre o intradermoreacciones
tuberculinicas; Corrales et al., 1997) y el ordeno (Salama et al., 2003; Karzis et al., 2004)
elevan el RCS. Sin embargo, son escasos los trabajos que han estudiado especificamente el
efecto de un estrés fisioldgico sobre el RCS en el ganado caprino. Tan solo se dispone de
dos trabajos que estudiaron el estrés del transporte en camidn, durante 45 minutos
(McDougall et al., 2002) o 8 horas (Decarvalho et al., 2009), mostrando en ambos casos

una elevacion del cortisol plasmatico, pero sin provocar un aumento en el RCS de la leche.

El objetivo de este estudio fue determinar como afectan varios tipos de estrés sobre
el RCS y la produccion y composicion de la leche; ademds también se controld la
concentracion de cortisol en sangre, como indicador fisiolégico del nivel de estrés que
sufrian los animales. Se ensayaron tres tipos de situaciones que, potencialmente, podrian
generar un estrés agudo en los animales: la extraccion del estiércol en la explotacion, el
reagrupamiento de los animales y el contacto de los animales con un perro con actitud
agresiva. Las dos primeras situaciones ocurren habitualmente en las explotaciones

comerciales, mientras que la tercera se eligido como ejemplo de estrés extremo.
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2. MATERIAL Y METODOS

Los experimentos del presente estudio se llevaron a cabo en la granja de ganado
caprino de raza Murciano-Granadina de la UPV. Esta explotacioén dispone de 85 cabras en
lactacion y esta libre de brucelosis, tuberculosis y agalaxia contagiosa. Ademas, la
prevalencia del virus del AEC es muy baja (tan solo dos cabras positivas en los tltimos 3
aflos, siempre las mismas, las cuales no fueron utilizadas en los experimentos). Todos los
animales eran ordefiados una vez al dia (8:00h) con una rutina que incluia el apurado a

maquina e inmersion de los pezones en yodo tras la retirada de las pezoneras.

2.1. Diseiio experimental

Se plantearon tres experimentos con el objeto de estudiar el efecto de tres tipos de
estrés (uno en cada experimento) sobre el RCS y la produccidén y composicion de la leche

de cabra.

Experimento 1

Se estudi6 el efecto del estrés provocado por la extraccion del estiércol. Esta
practica se realiza con un tractor dos veces al afio y provoca que los animales sufran un
aparente estrés durante varias horas (estrés visual, auditivo, traslado de los animales ...).
Para ello, se utilizaron 30 cabras (6 de primer parto, 10 de segundo parto y 14 de tercer o
mas partos) que se encontraban entre el segundo y cuarto mes de lactacion. De estos
animales, 18 estaban libres de IIM y 12 presentaban mamitis subclinica unilateral (10) o
bilateral (2); todas las infecciones estuvieron causadas por Estafilococos coagulasa-

negativo, excepto una infeccion provocada por Streptococcus spp.

El experimento tuvo una duracion de 6 dias consecutivos: dos dias previos al estrés
(dias -2 y -1), el dia 0 en el que todos los animales, tras el ordefio, sufrieron el estrés (entre
las 11:00h y 16:00 h del dia O; Figura 1) y los tres dias siguientes (dias +1, +2 y +3).
Diariamente se controld, para cada animal, la produccion, composicion y el RCS de la
leche total ordenada, el RCS por glandula y los niveles de cortisol en sangre. Ademas, se

llevaron a cabo 3 andlisis bacteriologicos por glandula (dias -2, +1 y +3).
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FIGURA 1. Extraccion del estiéreol y traslado de los animales (experimento 1)

Experimento 2

Se estudio el efecto del estrés provocado por el reagrupamiento de los animales. Se
utilizaron 70 cabras (19 primiparas y 50 multiparas) de raza Murciano-Granadina, de las
cuales 43 tenian la ubre sana y 27 presentaban mamitis subclinica, unilateral (22) o
bilateral (5); las infecciones estuvieron causadas por estafilococos coagulasa-negativo (29
glandulas), Corynebacterium spp (1 glandula), Streptococcus spp (1 glandula) y un Gram
negativo (1 glandula). Todos los animales se encontraban entre el segundo y cuarto mes de
lactacion y estaban alojados inicialmente en 3 parques distintos (P1=19 primiparas; P2= 25
multiparas; P3= 26 multiparas). Las cabras multiparas (P2, P3) habian estado alojadas en
sus respectivos parques durante los Gltimos 8 meses, mientras que las cabras primiparas
(P1) siempre habian estado alojadas juntas desde su nacimiento y nunca habian tenido

contacto fisico con las cabras multiparas.

El experimento tuvo una duracion de 8 dias: -4, -3, -2,-1,0, 1,2y 3. Alas 12:00 h
del dia 0 se llevo a cabo un reagrupamiento de los animales, generandose tres grupos de

animales:

a) Grupo A o Control: 12 cabras (4 primiparas y 8 multiparas) que permanecieron
en el mismo parque, sin mezclarse con otros animales (P1=4; P2=4; P3=4). Estos
animales no sufrieron estrés de cambio de local ni de reagrupamiento con nuevos
animales, aunque si hubo una reduccion del tamafio del grupo y de la superficie del

local en el que se encontraban.
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b) Grupo B: 29 cabras (5 primiparas y 24 multiparas; P1=5, P2=12, P3=12) que
permanecieron en el mismo parque (separadas del grupo A por una valla) al cual se
afiadian las cabras del grupo C. Estos animales no sufrian estrés de cambio de local,
pero si de reagrupamiento, ya que a cada parque se anadian nuevas cabras (igual

numero de cabras residentes como nuevas).

c¢) Grupo C: 29 cabras (10 primiparas y 19 multiparas) que se cambiaron de local (2
de P2 y 3 de P3 se trasladaron al P1; 5 de P1 y 7 de P3 se trasladaron al P2; 5 de P1
y 7 de P2 se trasladaron al P3). Estos animales sufrieron dos tipos de estrés: cambio

de local y de reagrupamiento con otras cabras.

Esta nueva distribucién se mantuvo durante los tres dias posteriores (dias +1, +2 y
+3). Debemos puntualizar que una cabra multipara del grupo C sufri6 un trastorno
patoldgico en el dia 0 (menor ingestion de alimento y disminucion de la produccion en un
70%) y no fue considerada en los andlisis estadisticos. En los 8 dias del presente
experimento se registraron las mismas variables del experimento 1. Ademas también se
registro el comportamiento de los animales, principalmente la presencia de luchas (Figura
2) en las 5 horas posteriores al reagrupamiento (dia 0) y, en los siguientes dias, en las dos

horas siguientes tras finalizar el ordefio (dias +1,+2 y +3).

FIGURA 2. Luchas entre las cabras después del reagrupamiento (experimento 2)
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Experimento 3

Se estudio el efecto de someter a los animales a un fuerte estrés, el cual consistid en
introducir un perro con las cabras durante unos 30 minutos. Se utilizaron un total de 38
cabras (13, 5 y 20 de primer, segundo y tercer o mas partos, respectivamente) que se
encontraban entre el tercer y quinto mes de lactacion, y que estaban alojadas en tres
parques. De estos animales, 24 estaban libres de infeccion intramamaria y 14 presentaban
mamitis subclinica unilateral (10) o bilateral (4); todas las infecciones estaban causadas por
Estafilococos coagulasa negativo, excepto una glandula en la que se identificé un Gram

negativo.

El experimento tuvo una duracién de 8 dias: dias -4, -3,-2,-1,0, 1,2y 3. Enel dia
0 los animales fueron asignados a dos grupos (A o “control”=19 cabras; B o “estrés”= 19
cabras), de modo que fueran homogéneos en cuanto a nimero de lactacion, estado sanitario
de la ubre y nivel productivo. A las 12:30 h del dia 0, las cabras del grupo B se trasladaron
juntas a un parque de unos 70 m’ situado a 50 metros de la explotacion y se introdujo un
perro en dicho parque durante unos 30 minutos. Un operario también permanecia en el
parque con el objeto de prevenir que el perro ocasionara lesiones fisicas a los animales
(Figura 3). Posteriormente, las cabras volvieron al interior de la explotacion, a sus parques
respectivos, y permanecieron junto a las cabras del grupo A durante el resto del

experimento. Diariamente se registrd, para cada animal, las mismas variables descritas en

el experimento 1.

FIGURA 3. Traslado de los animales al exterior de la explotacion y estrés ocasionado por
el contacto con un perro (experimento 3).
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2.2. Variables medidas

La leche total ordefiada (leche maquina mas leche de apurado a maquina) de cada
animal se registr6 mediante medidores volumétricos de 3.5 litros de capacidad, graduados

con divisiones de 50 ml (Esneder Ref. 90001; Industrias Berango S.L).

El RCS y la composicion de la leche de ubre se determinaron en una muestra de la
leche total ordefiada de cada animal, tomada directamente de los medidores volumétricos.
El RCS por glandula se llevé a cabo en una muestra de leche de unos 40 ml de cada pezon
por separado, obtenida mediante ordefio manual antes de la puesta de pezoneras. Todas las
muestras se tomaron en frascos de polipropileno de 50 ml y permanecieron en
refrigeracion (4° C) entre 24 y 36 h hasta que fueron analizadas en el laboratorio. E1 RCS
se analizd mediante el método Fluoro-opto-electrénico (ISO/IDF, 2008) utilizando un
equipo automatico (Fossomatic 5000; Foss-Electric S.A.). La composicion de la leche
(grasa, proteina, lactosa y materia seca) se determind por espectroscopia del infrarrojo

medio (MilkoScan FT120, Foss Electric S.A.).

Las muestras para el analisis bacterioldgico se tomaron por glandula antes del
ordefio. Para ello, se limpiaba el extremo del pezon con algodéon empapado con alcohol
etilico al 70%; a continuacion se eliminaban los primeros chorros y se recogian unos 5 ml
de leche en tubos estériles de cristal de 10 ml, provistos de tapon. Las muestras
permanecieron en refrigeracion (4° C) un maximo de 24 h realizandose el analisis de

acuerdo a la metodologia descrita en Materiales y Métodos Generales.

Para el analisis del cortisol se recogié diariamente, siempre a las 13:00h, una
muestra de unos 3.5 ml de sangre de cada animal. Las muestras se tomaban de la vena
yugular, con jeringuillas de pléstico, y se trasvasaban a tubos de vidrio de 4.5 ml que
contenian 54 pl de 15% de solucion EDTA. Las muestras fueron centrifugadas,
inmediatamente tras su recogida, a 1500 g (3.500 rpm) durante 20 minutos; a continuacion
el plasma fue distribuido en tubos eppendorf que fueron congelados a -40 °C hasta su
analisis. La concentracion del cortisol en plasma fue analizado en el Departamento de
Fisiologia Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid

mediante la técnica de EIA (Munro y Lasley, 1988). La sensibilidad del ensayo fue de 0.03
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ng/ml y los coeficientes de variacion intra-analisis y inter-analisis fueron de 5.7 y 8.9%,

respectivamente.

2.3. Definicion de una elevacion transitoria del RCS

Basandose en el criterio definido por Martinez (2000), y en los resultados del
Estudio 1 de esta Tesis Doctoral, solamente se contabilizaron como ‘“Elevaciones
Transitorias” del RCS (ETgrcs), de origen no infeccioso, aquellas que cumplian las

siguientes caracteristicas:

1- En ubres libres de IIM, el RCS de ambas glandulas sufrian un aumento
importante, de al menos 2.5 veces, respecto al dia anterior. En ubres infectadas,
con mamitis unilateral, se comprobaba que el aumento del RCS sefialado
anteriormente se producia en la gldndula sana y también aumentaba en la

glandula infectada

2- El RCS en la leche de ubre (muestra del control lechero) era, al menos, de 1

millon de céls/ml (0,7 millones en primiparas)

3- Después de uno o varios dias, el RCS de ambas glandulas retornaba a valores

similares a los precedentes a la elevacion.

2.4. Analisis estadistico

2.4.1. Primer experimento

Todas las variables fueron analizadas utilizando el siguiente modelo estadistico:

Y ijkl = W + NL; + ESJ + Cabk(NLi ESJ ) + Dia;j+ NL;*Dia; + ES_] *Dia; + Cijkl

Siendo:

Yijkl: variable analizada: RCS (en log), cortisol, producciéon y composicion de la leche

ordenada
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NLi= efecto fijo del numero de lactacion (1,2 y 3)

ESj = efecto fijo del estado sanitario de la ubre : i=1 ubres sanas (n=18); i=2 ubres con una
infeccion intramamaria en al menos una glandula (n=12)

Caby(NLi ESj)= efecto aletorio de la cabra k (1 a 30) jerarquizado dentro del nimero de
lactacion 1

Diaj= efecto fijo del dia I (-2, -1, 0, +1, +2, +3)

NL;*Dia; = efecto fijo de la interaccion nimero de lactacion x dia

ESj*Dial = efecto fijo de la interaccion estado sanitario x dia

eijkl= error residual

2.4.2. Segundo experimento

El analisis estadistico se realiz6 de forma separada para las cabras primiparas y

multiparas. Los modelos utilizados fueron los siguientes:

Cabras primiparas:

Y ijk = nu + Grupo; + Cab;(Grupo;) + Diay+ Grupo;*Diay + COV; + e [1]

Siendo:

Yij: variable analizada: RCS (en log), cortisol y produccion y composicion de
leche total ordefiada

Grupo;= efecto fijo del grupo de animal (A o control, By C)

Cab;(Grupo;)= efecto aleatorio de la cabra j (1 a 70) jerarquizado dentro del Grupo

de animal 1

Diai= efecto fijo del diak (-2,-1,0, 1,2y 3)

Grupo;*Diay - efecto fijo de la interaccion grupo x dia

COV;= Covariable. Para cada animal, valor medio obtenido en los dias -3 y -4.

eijx= error residual

Cabras multiparas:
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Y ijki = 1+ Grupo; + ESj + Caby(Grupo; ESj) + Dia;+ Grupo;*Dia; + ESj*Diaﬁ‘
Grupoi*ESj*Dial + COVy + Cijkl 2]

Siendo los nuevos factores:

ES;= efecto fijo del estado sanitario de la ubre (I=1 ambas glandulas sanas, n=27; I=2 al
menos una glandula infectadas, n=24)
ES;*Dia; = efecto fijo de la interaccion Estado Sanitario x Dia

Grupo;*ES;*Dia; = efecto fijo de la interaccion triple Grupo x ES x Dia

2.4.3. Tercer experimento

El analisis estadistico se realizd de forma separada para las cabras de primera y
segunda lactacion, por una parte, y los de tres o mas lactaciones, por otra, utilizando los
mismos modelos descritos en el segundo experimento. En este experimento, el factor

Grupo tan solo contemplo6 dos niveles: A o Control y B o estrés.

Todos los analisis estadisticos se realizaron de acuerdo a Littell et al (1998),
utilizando el PROC MIXED del paquete estadistico SAS. El RCS fue analizado en log10,
con objeto de normalizar su distribucion (Ali y Shook, 1980), y no se tuvo en cuenta el

efecto de la covariable en los modelos [1]y [2] descritos anteriormente.

3. RESULTADOS

Experimento 1

El RCS (en log) tan solo estuvo afectado significativamente por el factor Estado
Sanitario de la ubre (sanas: 5.34+0.10; infectadas: 5.99+0.14; p<0.001). El factor Dia no
lleg6 a afectar significativamente al RCS (p=0.06), a pesar de que en los dias 0, +1 y +2 se
observd un ligero aumento de los recuentos (5.68-5.75; Tabla 1). De todos modos,

debemos precisar que el maximo recuento medio (5.75) se alcanz6 en el ordefo del dia 0,
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es decir antes de someter a los animales al estrés, por lo que no parece que esta ligera
elevacion del RCS esté asociada al factor estresante estudiado. El factor Numero de

Lactacion y las interacciones Dia*Estado Sanitario y Dia*Numero de lactacion tampoco

resultaron significativas.

TABLA 1. Evolucién diaria del RCS (céls/ml) durante el experimento 1, segun el
nimero de lactacion, estado sanitario de la ubre y grupo de RCS de las

cabras
NL Estado Sanitario de la ubre
I 2 >3 Todas
Dia (n=6) | (n=10) | (n=14) Sana (n=18) Infectada (n=12) (n=30)
RCS | RCS | RCS | RCS | RCS(x10% | RCS | RCS(x10%) | RCS | RCS (x10%)
(log) | (log) | (log) | (Log) | (m*DS) | (Log) | (m£DS) | (Log) | (m=DS)
-2 5,58 | 5,58 5,71 5,28 | 393+652 | 5,98 | 1569+1878 | 5,63 | 863+1389
-1 559 | 5,62 5,69 | 5,33 | 384+510 | 594 | 1162+711 | 564 | 695+703
0 5,63 5,81 5,81 5,39 | 416540 | 6,11 | 24962920 | 5,75 | 1248+2116
1 5,23 5,72 5,82 | 528 | 440+667 | 5,90 | 2748+4889 | 5,68 | 1363+3264
2 5,58 | 5,70 5,82 | 5,38 | 5411014 | 6,02 | 2206+2392 | 5,70 | 1173+1829
3 549 | 5,54 5,78 5,30 | 430+£737 | 5,91 | 1369+1322 | 5,61 | 8061096
ES 022 | 0.15 0.12 | 0.11 - 0.16 - 0.09 -
Niv.Sig - - - - - - - NS -

NS: Efecto no significativo ES: Error estandar

Respecto al resto de variables, el factor Dia no afectd significativamente a la
produccion de leche, el cortisol, la proteina ni a la lactosa (Tabla 2). Este factor si que
influy¢ significativamente sobre el contenido en grasa y materia seca de la leche, dado que
en el dia +1 (primer ordeno después del estrés) ambas variables tendieron a disminuir
respecto a los dias anteriores, aunque las diferencias tan solo fueron significativas respecto
al dia -2. No obstante, también podemos destacar que en el dia +3 nuevamente se
obtuvieron valores similares de grasa y materia seca que en el dia +1, a pesar de que en el
dia anterior (dia +2) no se habia provocado ningln tipo de estrés. El resto de factores
estudiados (Estado Sanitario, Nimero de Lactacion y sus interacciones con el factor Dia)
no afectaron significativamente a la produccion de leche, el cortisol ni la composicion de la

leche.
Durante los 6 dias del experimento tan solo se observo una ETgcs, con una

duracion de 2 dias ( dias 0 y +1 ), en una cabra multipara con mamitis unilateral. Sin

embargo, esta elevacion no estaria asociada al estrés provocado, dado que se inici6 el dia 0,
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es decir, antes de someter a los animales al estrés relacionado con la extraccion del

estiércol.

TABLA 2. Evolucion diaria de la produccion y composicion de la leche y del cortisol
en plasma en las cabras utilizadas en el experimento 1

Dia Produccion Grasa Proteina Lactosa Materia Seca | Cortisol
(ml/dia) (%p/p) (%p/p) (%p/p) (%p/p) (ng/ml)
2 2397 4,80 3,25 4,52 13,48 11,7
-1 2439 4,72 3,22 4,56 13,36 ® 13,4
0 2463 4,70 3,29 4,50 13,40 ® 14.9
1 2421 4,57° 3,24 4,50 13.19° 14.4
2 2380 4,82 3,30 4,50 13,622 12.8
3 2432 4,50° 3,29 4,48 13,15° 13.6
ES 99 0.13 0.06 0.05 0.20 3.1
Niv.Sig NS g NS NS * NS
NS: Efecto no significativo * Efecto significativo (p<0.05) ES: Error estandar

a,b Letras diferentes en una misma columna indica diferencias significativas (p<0.05)

Experimento 2

Tanto en las cabras primiparas como en las multiparas, ni el factor Dia ni la
interaccion Grupo*Dia afectaron significativamente al RCS (Tabla 3). Asi, en cada uno de
los grupos experimentales, el 1ogRCS en el Dia 1 (primer ordefio después del
reagrupamiento) fue similar a los recuentos de los dias anteriores y posteriores (primiparas
Tabla 4a; multiparas Tabla 4b). Ademas, en las cabras multiparas las interacciones
Dia*Estado  Sanitario 'y  Grupo*Estado  Sanitario*Dia  tampoco influyeron
significativamente sobre el RCS (Tabla 3), de modo que tanto en las cabras sanas como en
las infectadas los recuentos no aumentaron significativamente en el Dia 1 (Figura 4a). No
obstante, cuando en el analisis estadistico solamente se consideraron los animales con altos
recuentos (media geométrica en los dias -2, -1 y O superior a 1 millén de céls/ml: 19
cabras, de las cuales 14 infectadas y 5 bacteriologicamente sanas), el factor dia fue
significativo, elevandose ligeramente los recuentos en los dias 1 y 2 (diferencias

significativas solamente respecto a los dias -2 y 0; Figura 1b).
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TABLA 3. Resultados del analisis estadistico del Experimento 2.

a) Lactacion =1

Factores Grupo Dia Grupo « Dia Cov
Log RCS NS NS NS -
Prod. Leche NS * *% *%
Cortisol NS NS NS NS
Grasa NS *k NS Kk
Proteina NS ok NS ok ok
Lactosa NS * 3k ok NS ®kk
Materia seca NS okesk NS koK
NS: Efecto no significativo. * p<0.05 ** p<0.01 **%p<0.001
b) Lactacion >2
Estado sanitario , , o z
Factores Grupo (ES) Dia | Grupo«Dia | ES*Dia | Grupo«ES:Dia | Cov
Log RCS NS *oEk NS NS NS NS -
Prod. Leche NS NS NS NS NS NS Hkk
Cortisol NS NS NS NS NS NS NS
Grasa NS NS otk NS NS NS Hokeok
Proteina NS NS ok NS NS NS ook
Lactosa NS NS oAk NS NS NS oAk
Materia seca NS NS ok NS NS NS ok
NS: Efecto no significativo **% p<0.001
a) Segun estado sanitario b) Segtin RCS
e Estres (Exp. 2) jzgg Estrés (Exp. 2)
S 150 l/-\.l//.\l\. S 2500 ./-\.l/'/.\.
100 =
o 1500
& 500 © 1000 |
———————— w0f . . . \ \
0 0 o

Dias

—o— Sanas —8— Infectadas

Dias

—4—RCS bajo —8—RCS alto

FIGURA 4. Evolucion diaria de la media geométrica del RCS en las cabras multiparas
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a) Segun el estado sanitario de la ubre (sanas n=26 ;
infectadas n= 24). b) Segun el RCS previo al estrés (Bajo, <1 millon céls/ml,
n=31; Alto, > 1 millon de céls/ml, n=19)
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TABLA 4. Evolucion diaria del RCS (céls/ml) en los tres grupos de cabras del
experimento 2 (A,B,C), separadas segiin numero de lactacion
a) Lactacion =1
Log RCS RCS (m + DS) x 10°
Dia A B C Todas A B C Todas
m=4) | =5 | (@=10) | (©=19) (n=4) (n=5) (n=10) (n=19)
-2 5.06 5.30 5.40 5.25 142 + 105 365 + 440 298 + 183 283 £261
-1 5.10 5.26 5.46 5.28 148 £ 94 250 £ 211 341 £202 277 £195
0 5.05 5.16 541 5.21 125+ 69 188 £ 149 293 £ 165 230 £ 157
1 5.04 5.27 5.48 5.27 125+ 72 253 £203 505 + 603 351 £457
2 5.01 5.16 5.42 5.20 114+ 63 216 £203 366 + 326 274 £ 273
3 5.01 5.13 5.40 5.18 116 £ 63 220+ 192 308 =186 244 £ 179
ES 0.17 0.15 0.11 0.09 - - - -
b) Lactacion >2
Log RCS RCS (m + DS) x 10°
Dia A B C Todas A B C Todas
m=8) | n=24) | (n=18) | (n=50) (n=8) (n=24) (n=18) (n=50)
-2 5.82 5.77 5.75 5.78 1005+ 815 | 1081+ 1306 | 1089+ 1165 | 1072+ 1169
-1 5.84 5.88 5.79 5.84 1146 = 1066 | 1414+ 1718 | 1741 +£3076 | 1489 £2209
0 5.81 5.83 5.76 5.80 949 + 905 1148 £ 1167 | 1384 £1957 | 1201 + 1452
1 5.99 5.92 5.74 5.88 1774 £ 1800 | 1806 +£2578 | 1092 + 1355 | 1539 + 2071
2 6.00 5.84 5.80 5.88 2134+ 2325 | 1708 £3904 | 2142 +£4769 | 1933 + 3983
3 5.94 5.93 5.74 5.87 1508 £1692 | 1641 +£2062 | 1024 + 1405 1405+ 1788
ES 0.18 0.11 0.12 0.08 - - - -

Grupo A: Control ;
ES : Error estandar

Grupo B: reagrupamiento, sin cambiar de local

Grupo C: reagrupamiento, con cambio de local

A lo largo de este experimento solamente se detectaron 5 Elevaciones Transitorias

del RCS (1 primipara y 4 multiparas; 2 cabras sanas y 3 cabras con mamitis unilateral) que

ocurrieron en el dia -1 (1 cabra multipara infectada) y en el dia +1 (4 cabras). Estas ultimas

estuvieron distribuidas entre los 3 grupos experimentales: 1 en el grupo A o Control, 2 en

el grupo By 1 en el grupo C.

El cortisol en plasma no estuvo afectado significativamente por ninguno de los

factores estudiados (Tabla 3). En los tres grupos experimentales, los valores de cortisol del

Dia 0 (muestra tomada una hora tras el reagrupamiento) y dias posteriores no difirieron

significativamente respecto a los registrados en los dias precedentes (-1 y -2), tanto en las

cabras primiparas como en las multiparas (Tabla 5).
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TABLA 5. Evolucion diaria del cortisol en sangre (ng/ml) en los tres grupos de cabras
del experimento 2 (A B C), separadas segin el numero de lactacién

Cortisol (ng/ml)
Lactacion =1 Lactacion >2
Dia A B C Todas A B C Todas
(n=4) (n=5) | 0=10) | n=19) | 0=8) | n=24) | (n=18) | (n=50)
-2 8.0 5.5 6.0 6.5 5.22 6.23 8.62 7.52
-1 14.3 18.9 11.6 15.0 4.78 8.71 11.07 7.85
0 5.9 3.4 8.3 5.9 5.41 4.03 6.11 5.19
1 7.0 5.0 13.7 10.5 3.66 6.91 5.43 5.33
2 15.0 6.8 5.6 9.8 6.93 9.92 9.34 8.73
3 12.1 9.1 7.9 10.1 4.67 7.86 7.51 6.45
ES 8.5 7.6 5.3 4.2 3.5 1.9 2.2 1.5
Grupo A: Control ;  Grupo B: reagrupamiento, sin cambiar de local ~ Grupo C: reagrupamiento, con
cambio de local ES: Error estandar

Respecto a la produccion de leche, los resultados fueron distintos entre las cabras
de primer parto y las de partos superiores. En las cabras primiparas, la interaccion
Grupo*Dia fue significativa (p<0.01), lo cual fue debido a que las cabras del Grupo C
(trasladadas a los parques de cabras multiparas) disminuyeron significativamente la
produccion de leche en los dias 1 y 2 (entre 100-200 ml; Tabla 6), mientras que en las
cabras de los grupos A y B no disminuy¢ significativamente la produccion de leche en
estos dias. En el caso de las cabras multiparas, ni el factor Dia ni la interaccion Grupo*Dia
influyeron significativamente sobre la produccion de leche (Tabla 1); ademas, la

interaccion Grupo*Dia*Estado Sanitario tampoco resulté significativa.

TABLA 6. Evolucion diaria de la produccion de leche en los tres grupos de cabras del
experimento 2 (A, B y C), separadas segun el numero de lactacion

Produccion de leche (ml/dia)
Lactacion 1 Lactacion >2

Dia A B C Todas A B C Todas
(n=4) (n=5) (n=10) (n=19) (n=8) (n=24) (n=18) (n=50)
2 1827 1930 1943 ? 1900 2532 2521 2520 2520
-1 1726 1921 1918 ° 1855% | 2542 | 2530 | 2514 | 2529
0 1843 2014 1904 ? 19212 | 2527 2526 2492 2515
1757 o 2074 g 1758 ° o | 18672 2545 2498 2441 2495
2 185143 1989 4 1768bOL 1903 2 2512 2540 2530 2528
3 1834 2011 1898 ? 1996° | 2565 2616 2539 2573

ES 102 89 64 49 66 37 44 29

a, b Letras distintas en una misma columna indica diferencias significativas (p<0.05)

%8 L etras distintas en una misma fila indica diferencias significativas (p<0.05)

Grupo A: Control ;  Grupo B: reagrupamiento, sin cambiar de local ~ Grupo C: reagrupamiento, con cambio de
local ES : Error estandar
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Todas las variables de la composicion de la leche (grasa, proteina, lactosa y materia
seca) estuvieron afectadas por el factor Dia, pero en ningiin caso fue significativa la
interaccion Grupo*Dia. En el caso de la grasa y materia seca se observo que en el dia 1
disminuyeron significativamente respecto a otros dias del experimento, tanto en las cabras
de primer parto como de las de partos superiores (Tabla 7a y 7b). Respecto a la proteina y
lactosa los resultados fueron mads variables, dado que en las cabras primiparas también
disminuyeron significativamente en el primer ordefo tras el reagrupamiento (dia 1), pero

esto no ocurri6 en las cabras multiparas.

Practicamente todas las cabras multiparas tuvieron uno o varios actos de lucha
(cabeza con cabeza) en las cinco horas siguientes al reagrupamiento y en los dias
posteriores. También fueron frecuentes otros comportamientos, como la presencia de pelo
erizado o, cuando finalizaba una lucha, la cabra presuntamente vencedora realizaba el
efecto macho o intentaba montar a la cabra derrotada. En el caso de las cabras primiparas
transferidas a los parques de multiparas (grupo C), tendieron a mantenerse agrupadas en
una zona del parque, y la mayoria rehuian los desafios que recibian de las otras cabras. La
mayoria de las luchas tuvieron una duracién inferior a 5 minutos, pero en algunos casos
(15 cabras) fueron de entre 15 y 30 minutos. El anélisis estadistico realizado, considerando
solamente estos 15 animales, tampoco puso en evidencia un efecto significativo del factor
Dia, ni de la interaccion Dia*Estado Sanitario, sobre las variables estudiadas (logRCS,

cortisol, produccioén y composicion de la leche).

Experimento 3

Los resultados fueron distintos segun el numero de lactacion de las cabras. En las
cabras de 1+2 partos el factor Dia afectd significativamente a casi todas las variables,
pero la interaccion Grupo*Dia solo afectd significativamente al cortisol (p<0.001) y no
influy6 significativamente sobre el RCS ni sobre la produccion ni la composicion de la
leche (Tabla 8a). Asi, el cortisol aumento significativamente en el grupo Estrés en el dia 0
(muestras tomadas tras el estrés), alcanzando un valor medio de 20.29 ng/ml, mientras que
en el grupo Control los valores de cortisol permanecieron bajos en el citado dia (4.45
ng/ml; p<0.001; Tabla 9). En el resto de variables las pequenas tendencias observadas en el

Dia +1 (primer ordefio tras el estrés) ocurrieron tanto en el grupo Estrés como en el
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TABLA 7. Evolucién diaria de la composicion de la leche en los tres grupos de cabras
del experimento 2, (A;B;C) separadas seglin en el nimero de lactacion.
0.7 Lactacion =1

Grasa (%p/p) Proteina (%p/p)
Dia A B C Todas A B C Todas
(n=4) (n=5) (n=10) (n=19) (n=4) (n=5) (n=10) (n=19)
-2 4.97 5.01 4.62 4.87° 3.40 3.43 3.40 3.41%
-1 5.06 4.90 4.71 4.89° 342 3.42 3.39 3.41%
0 4.89 4.14 4.61 4.55° 3.41 3.49 3.42 3.45°
4.44 424 451 440° | 338 3.40 334 | 337°
4.69 4.68 4.77 4.71% 3.45 3.47 3.41 3.44°
3 4.99 4.62 4.86 482° 343 3.42 3.37 3.41%
ES 0.24 0.23 0.16 0.12 0.05 0.04 0.03 0.02
Lactosa (%op/p) Materia seca (%p/p)
Dia A B C Todas A B C Todas
(n=4) (n=5) (n=10) (n=19) (n=4) (n=5) (n=10) (n=19)
2 4.71 4.73 4.72 472° 14.10 13.98 13.72 13.92°
-1 4.70 4.72 4.70 470% 14.17 14.07 13.77 14.00
0 4.70 4.74 4.67 470 13.91 13.26 13.60 13.59°
4.64 4.68 4.62 4.65° 13.33 13.14 13.36 13.28 ¢
2 4.61 4.63 4.61 462° 13.71 13.81 13.76 13.76 %
4.70 4.73 4.67 4702 14.09 13.73 13.89 13.91°
ES 0.04 0.03 0.02 0.02 0.24 0.23 0.16 0.12
b) Lactacion > 2
Grasa (%p/p) Proteina (%p/p)
Dia A B C Todas A B C Todas
(n=8) (n=24) (n=18) (n=50) (n=8) (n=24) (n=18) (n=50)
2 4.36 431 4.27 432% 3.28 3.29 3.29 3.29%
-1 4.39 4.29 4.26 432% 3.29 3.29 3.28 3.29%
0 4.44 4.30 4.26 4332 3.36 3.32 3.32 333 %
430 4.05 4.00 4.12° 3.31 3.33 3.29 331 %
2 4.59 4.35 4.25 4.40° 3.41 3.41 3.36 3.40 °
3 4.47 4.28 4.26 434% 3.36 3.33 3.33 334"
ES 0.13 0.07 0.09 0.06 0.03 0.02 0.02 0.01
Lactosa (%op/p) Materia seca (%p/p)
Dia A B C Todas A B C Todas
(n=8) (n=24) (n=18) (n=50) (n=8) (n=24) (n=18) (n=50)
2 438 439 436 | 438% | 1294 | 1281 | 1282 | 12.86°
-1 4.40 4.39 4.37 439% 12.96 12.85 12.83 12.88 %
0 4.38 4.38 4.35 437 13.08 12.86 12.86 12,932
4.36 4.37 4.35 436° 12.85 12.59 12.54 12.66°
2 4.32 4.31 4.28 430° 13.31 12.98 12.84 13.042
3 4.39 4.36 4.36 437 13.13 12.86 12.89 12.96"
ES 0.03 0.02 0.02 0.01 0.15 0.09 0.10 0.07

a, b, c,d Letras distintas en una misma columna indica diferencias significativas (p<0.05)
Grupo A: Control ;  Grupo B: reagrupamiento sin cambiar de local ~ Grupo C: reagrupamiento, con
cambio de local ES : Error estandar
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TABLA. 8 Resultados del andlisis estadistico del Experimento 3.

a) Lactacion =1+2

Factores Grupo Dia Grupo = Dia Cov
Log RCS NS *ok NS -
Prod. Leche NS *ok NS Hokok

Cortisol NS *E oAk NS
Grasa NS * NS ok
Proteina NS ok ok NS ok
Lactosa NS NS NS Hokok
Materia seca NS NS NS ok

b) Lactacion >3

EsFadc.) Grupo + Dia «
Factores Grupo sanitario Dia Grupo « Dia | ES « Dia ES Cov
(ES)

Log RCS NS ok ook ok NS NS -
Prod. Leche NS NS *x * NS NS ok
Cortisol NS NS ox ook NS NS *

Grasa NS * NS * NS NS *
Proteina NS NS NS NS * NS ol
Lactosa NS NS * * NS NS ok

Materia seca NS NS NS NS NS NS okk
NS: Efecto no significativo. * p<0.05 ** p<0.01 *#%p<0.001

TABLA 9. Evolucién diaria del cortisol en sangre (ng/ml) en los dos grupos de cabras
del experimento 3, separadas segin el nimero de lactacion

Cortisol
Lactacion 1+2 Lactacion >3
Dia
Control Estrés Niv.sig Control Estrés Niv.sig
n=9 n=9 n=10 n=10
-2 4.10 445¢ NS 4.29 4.61* NS
-1 6.85 4.17°% NS 8.23 4.83° NS
0 4.45 20.29 ° o 4.00 38.36° ok
1 7.23 9.50% NS 5.41 3.88% NS
5.27 6.56 NS 5.53 431¢% NS
3 4.67 5327 NS 4.32 4.57% NS
ES 2.34 2.34 - 4.88 4.56 -
NS: Efecto no significativo *H%p<0.001 ES: Error estandar

a, b Letras distintas en una misma columna indica diferencias significativas (p<0.05)
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grupo Control, lo cual explica que la interaccion Grupo*Dia no fuera significativa. Asi, en
la Tabla 10 se observa que en el dia +1 el RCS de estas cabras se elevd ligera y
significativamente en ambos grupos respecto a los dias anteriores y posteriores (5.43 vs
5.21-5.31; p<0.05). Lo mismo ocurrié con la produccion de leche (en el dia +1 disminuyd
ligeramente respecto a dias anteriores y posteriores 80-170 ml; Tabla 11), la grasa (tendi6 a
elevarse) y la proteina (tendi6 a disminuir), presentando una evolucion similar tanto en el

grupo Estrés como en el grupo Control. Por su parte, la lactosa y materia seca no variaron

significativamente con el factor Dia (Tabla 12a)

TABLA 10. Evolucion diaria del RCS (céls/ml) en los dos
experimento 3, separadas segun niumero de lactacion

grupos de cabras del

Lactacion 1+2 Lactacion >3
Dia RCS (m + DS) x10° Log RCS (m £ ES) RCS (m + DS) x10° Log RCS (m £ ES)
Control Estrés Control | Estrés | Todas Control Estrés Control | Estrés Niv.sig

2 288 +390 234 £378 5.33 S5.11 | 5.22°% 867 642 684+427 5.88 5712 NS
-1 370 £502 625 +£948 5.41 522 | 531°% 1211+1194 1218+1526 5.92 5.81* NS
0 246 £209 239 £346 5.41 5.14 527% | 1180 %1250 670+627 5.94 5.69* NS
333 £370 306 +249 552 |5.33| 543° 1028 £905 3697+2805 5.94 6.48" wox
2 247 +£292 190 £192 5.37 5.11 | 5242 743 +475 1220+888 5.81 6.04¢ NS
235+294 | 336+676 5.27 5.15 5.21* 654 +479 729+560 5.86 5.79* NS

ES - 0.17 0.17 0.12 - 0.10 0.10 -

NS: Efecto no significativo. ¥ p<0.01 ES: Error estandar

a, b, c. Letras distintas en una misma columna indica diferencias significativas (p<0.05)

n° de cabras :lactacion 1+2: control n=9, estrés n=9.

Lactacion 3: control n=10, estrés n= 10.

TABLA 11 Evolucion diaria de la produccion de leche en los dos grupos de cabras del

experimento 3 (Control y Estrés), separadas segin el nimero de lactacion

Produccion de leche (ml/dia)
Dia Lactacion 1+2 Lactacion >3
Control Estrés Todas Control Estrés Niv.sig

-2 2235 2290 2265* 2330 2351 NS
-1 2191 2208 2200° 2341 2393 NS

0 2224 2215 2219* 2298 23812 NS

1 2118 2126 2122° 2243 2084 *

2 2218 2273 2246° 2328 2275 NS

3 2149 2290 2219* 2273 2225¢ NS
ES 71 71 50 59 59 -

NS: Efecto no significativo.
a, b, c, d. Letras distintas en una misma columna indica diferencias significativas (p<0.05)

n° de cabras :lactacién 1+2: control n=9, estrés n=9.
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TABLA 12 Evolucién diaria de la composicion de la leche (grasa, proteina, lactosa y
materia seca) en los dos grupos de cabras del experimento 3 (Control y
Estrés), separadas segun el numero de lactacion

a) Lactacion 1+2

Dia Grasa (%p/p) Proteina (%p/p) Lactosa (%p/p) Materia Seca (%p/p)

Control | Estrés | Todas | Control | Estrés | Todas | Control | Estrés | Todas | Control | Estrés | Todas

-2 4.81 4.74 | 4.78* | 3.40 336 | 3.38* | 4.64 | 466 | 465 | 13.81 | 13.67 | 13.74

-1 494 | 4.82 | 488" | 3.39 333 | 336 | 4.63 4.64 | 464 | 13.85 | 13.69 | 13.77

0 5.01 473 | 487" | 3.36 334 | 3.35* | 4.6l 4.66 | 4.63 | 1393 | 13.61 | 13.77

509 | 497 | 5.03° | 334 | 326 | 329" | 4.6l 4.62 | 462 | 13.89 | 13.75 | 13.82

2 4.81 495 | 4.88" | 3.37 335 | 336 | 462 | 463 | 463 | 13.73 | 13.84 | 13.79

474 | 479 | 477" | 3.39 333 | 336" | 464 | 462 | 463 | 13.54 | 13.61 | 13.58

ES 0.17 0.17 | 0.12 0.04 0.04 | 0.03 0.03 0.03 | 0.02 0.18 0.18 | 0.13

b) lactacion > 3

Dia Grasa (%p/p) Proteina (%p/p) Lactosa (%p/p) Materia Seca (%p/p)

Control | Estrés | Niv.Sig | Control | Estrés | Todas | Control | Estrés | Niv.Sig | Control | Estrés | Niv.Sig

2| 479 | 477" NS 347 342 | 3.44 | 431 | 434 NS 13.50 | 13.48 | 13.49

-1 483 | 4.81" NS 3.46 3.40 | 3.43 434 | 435 NS 13.52 | 13.55 | 13.53

0 488 | 4.72° NS 345 337 | 3.41 433 | 4.39° NS 13.58 | 13.49 | 13.54

479 | 5.04° NS 3.43 3.38 | 3.4l 435 | 431° NS 13.48 | 13.76 | 13.62

2 486 |4.86™| NS 345 344 | 3.44 | 439 | 4407 NS 13.62 | 13.70 | 13.66

491 4.74* NS 343 342 | 3.43 434 | 4.40° NS 13.61 | 13.51 | 13.56

ES | 0.12 0.12 - 0.04 | 0.04 | 0.03 0.04 | 0.04 - 0.14 0.14 0.10

NS: Efecto no significativo ES: Error estandar
a, b, c, d. Letras distintas en una misma columna indica diferencias significativas (p<0.05)
n° de cabras :lactacion 1+2: control n=9, estrés n=9. Lactacion 3: control n=10, estrés n= 10

En las cabras de 3 o mas partos la interaccion Grupo*Dia afectd
significativamente al cortisol (p<0.001), al RCS (p<0.001), la produccion de leche
(p<0.05), la grasa (p<0.05) y la lactosa (p<0.05). En el dia 0 el cortisol se elevo
significativamente (p<0.001) en el grupo Estrés (muestras de sangre recogidas tras el
estrés, 38.4 ng/ml; Tabla 9), mientras que en el grupo Control el cortisol permanecio en
valores bajos (4 ng/ml). Por su parte, en el ordefio del dia +1 (primer ordefio tras el estrés)
se produjo un aumento brusco del RCS en las cabras del grupo Estrés (log RCS: 6.48
céls/ml; media geométrica: 3.020.000 céls/ml), mientras que en el grupo Control los
recuentos fueron similares respecto a los dias anteriores y posteriores (log RCS: 5.94;
media geométrica: 871.000 células/ml; Tabla 10). Asi mismo, en el dia +1 la produccion

de leche del grupo Estrés (2084 ml/dia) disminuy6 significativamente (p<0.001), tanto
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respecto a los valores precedentes (alrededor de 300 ml; un descenso del 12.5%) como
respecto a la produccion del grupo Control en ese mismo dia (160 ml; un descenso del
7.1%; Tabla 11). En ese mismo dia la leche del grupo Estrés presentd, respecto al dia
precedente, un aumento significativo de la grasa (5.04 vs 4.72%; p<0.001) y un descenso
significativo de la lactosa (4.31 vs 4.39%; p<0.001); no obstante en ambos casos las
diferencias respecto al grupo Control no llegaron a ser significativas en ninglin dia del
experimento (Tabla 12b). La proteina y la materia seca no estuvieron afectados

significativamente por el factor Dia ni por la interaccion Grupo*Dia.

En las cabras de 3 o mas lactaciones la interaccion triple Grupo*Estado
Sanitario*Dia no result6 significativa para ninguna variable. En la Figura 5 podemos ver la
evolucion del RCS en las cabras sanas e infectadas del grupo estrés, apreciandose que en el
dia +1 se elevaron los recuentos tanto en las ubres sanas como en las afectadas de mamitis
subclinica. En valor absoluto (RCS dia +1 menos RCS dia 0), el RCS se elevo mas en las
cabras infectadas que en las sanas (4.557.000 céls/ml vs 1.458.000 céls/ml,
respectivamente), pero si se expresa el incremento de células como una relacion (RCS dia
+1 dividido por el RCS del dia 0) fue al revés (6.6 vs 7.1, respectivamente). Asi mismo, el
incremento absoluto de células somaticas producido por el estrés tendi6 a ser mas elevado
en aquellos animales que partian de mayores recuentos (p<0.001; Figura 6A), pero
expresando el incremento como una relacion, la tendencia nuevamente fue la inversa (
p<0.01; Figura 6B). Por otra parte, no se encontré que el incremento de RCS en el dia +1
estuviera correlacionado significativamente con el cortisol plasmatico ni con la caida de

produccion de leche.
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FIGURA S. Evolucion diaria de la media geométrica del RCS (céls/ml) en las cabras de
>3 partos sometidas a un estrés extremo, seglin el estado sanitario de la ubre
(sanas n=6 ; infectadas n= 4; Experimento 3).

A) RCSmax — RCSprevio (x1000) B) RCSmax/RCSprevio
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FIGURA 6. Incremento de células somaticas en las cabras de 3 o mas partos sometidas
a un estrés extremo (n=10), segin el RCS (céls/ml) que tenian estos animales en
los dos dias previos al estrés (RCSprevio). Incremento de RCS expresado como:
A) diferencia (RCSmax-RCSprevio) o B) relacion (RCSmax/RCSprevio)

En las cabras de 1+2 partos tan solo se detectd una ETgcs, la cual ocurri6 en el dia
+1 en una cabra del grupo Estrés (1 caso de 9 cabras), mientras que en el grupo Control no

se identific6 ninguna ETrcs a lo largo del experimento.

En las cabras de 3 o mas partos se identificaron un total de 15 ETrcs, la mayoria de
las cuales aparecieron en el grupo Estrés en el dia +1, concretamente en 9 de las 10 cabras
del grupo, presentando una duracion de uno o dos dias (4 y 5 casos, respectivamente);
ademads también se identificaron en el grupo Estrés 2 ETrcs en el dia -1. Las 4 ETgrcs
restantes ocurrieron en el grupo Control distribuidas a lo largo del experimento (1, 2 y 1

casos en los dias -2, -1 y +2, respectivamente).

4. DISCUSION

Experimentos 1y 2

En este trabajo no se ha podido demostrar que dos situaciones aparentemente

estresantes, que habitualmente ocurren en las explotaciones comerciales (extraccion del
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estiércol y el reagrupamiento de los animales), provoquen una elevacion significativa del
RCS en la leche, tanto en las cabras primiparas como en multiparas, y en cabras sanas

como en afectadas de [IM. Ademas, tampoco se elevaron los niveles de cortisol en sangre.

En el caso de la extraccion del estiércol con un tractor, las situaciones
potencialmente estresantes fueron: a) el traslado a los animales a un nuevo parque dentro
de la misma nave; b) la disminucion del espacio por animal (de 1 m* a 0.5 m? por cabra) y ,
c¢) el impacto sonoro y visual del tractor durante el proceso (5-6 horas). En el caso del
reagrupamiento de los animales, la alteracion de la jerarquia provoco un incremento de las
agresiones, lo que coincide con otros trabajos previos (Fernandez et al., 2007; Andersen et
al., 2008). Sin embargo, el hecho que en ambos experimentos no se detectara una elevacion
del cortisol plasmatico sugiere que ambas situaciones no fueron tan estesantes para los

animales como podria suponerse a priori.

Algunos trabajos han demostrado que cuando a los animales se les somete
repetidamente a un estrés fisioldgico existe un proceso de adaptacion, de modo que llega
un momento en que ya no se elevan los niveles de cortisol sanguineo. En nuestro caso, la
extraccion del estiércol se suele llevar a cabo 2 6 3 veces al afio y el reagrupamiento de los
animales también suele realizarse habitualmente en las épocas de cubricion y en los
primeros meses de la lactacion. Ademads, debemos recordar que el ganado caprino es una
especie extremadamente jerarquica, de modo que las cabras estan habituadas a participar
en actos de lucha desde su juventud. Por ejemplo, Andersen et al. (2007) tampoco
encuentran que, en cabras gestantes, el reagrupamiento de los animales provoque una
elevacion del cortisol plasmatico, aunque en este caso los registros no se llevaron a cabo

inmediatamente, sino un dia después de realizar el reagrupamiento.

No se dispone de trabajos que hayan estudiado anteriormente en el ganado caprino
el efecto del reagrupamiento sobre el RCS. En el ganado vacuno existe mas informacion,
aunque los resultados no son claros. Asi, en algunos casos se encuentra que el
reagrupamiento (Arve y Albright, 1976) o el traslado de los vacas a nuevos alojamientos
(Varner et al., 1983) no afectan al RCS, mientras que otros autores detectan un aumento
del RCS en la leche de tanque (de 175.000 a 420.000 cels/ml) tras realizar la mezcla de
grupos (Whittlestone et al., 1970).
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Aunque el reagrupamiento de los animales no elevé significativamente el RCS,
debemos destacar que en el primer ordefio realizado tras el reagrupamiento (dia 1) hubo 6
cabras que manifestaron una ETrcs, a pesar de que en estos animales tampoco se elevaron

los niveles de cortisol (dias 0 y 1).

La produccién de leche tan solo disminuy6 significativamente en las cabras
primiparas que fueron trasladadas a los parques de multiparas (experimento 2), siendo este
descenso alrededor del 10%. Es probable que este descenso productivo no fuera por el
posible estrés, sino mas bien a un descenso en la ingestion de alimento. Efectivamente,
estas cabras (5 en cada parque de multiparas; 10 en total) permanecieron juntas en un
extremo del parque, y la mayoria rehuian cualquier tipo de agresion procedente de las
cabras multiparas, lo que les dificultaba su acceso a la comida. Por otra parte, el hecho de
que las cabras con mayor actividad de lucha (15 cabras adultas estuvieron golpeandose,
cabeza con cabeza, durante mas de 15 minutos seguidos) tampoco presentaran, en el
siguiente ordefio, un descenso significativo en la produccion de leche, podria reforzar la
hipotesis de que este tipo de agresion, al ser habitual en el ganado caprino, no ocasiona un
estrés importante en los animales. Nuestros resultados discrepan parcialmente de los
encontrados por Fernandez et al. (2007), ya que estos autores encontraron un descenso del
10% en la produccion de leche tras el reagrupamiento de las cabras, pero en este
experimento se utilizaron mayoritariamente cabras primiparas (11 de un total de 15

animales).

En ambos experimentos se observo que, en el primer ordefo tras iniciarse la
situaciéon potencialmente estresante, el porcentaje de grasa y materia seca de la leche
tendieron a disminuir respecto a los valores precedentes. En el segundo experimento, la
tendencia citada también ocurrid en el grupo Control, lo cual sugiere que los cambios que
se produjeron en estos animales (disminucion del tamafio de grupo y de la superficie del
parque, ain manteniendo la misma superficie por animal, de 1,1 m?) fueron suficientes
para influir sobre este parametro. En ganado vacuno, Varner et al. (1983) también
encuentran un descenso en el porcentaje de grasa de la leche tras el traslado de los
animales a nuevas instalaciones, aunque en este caso también se produjo un descenso en la

produccion de leche.
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Tercer experimento

En este experimento se ha comprobado que si las cabras sufren un estrés extremo y
puntual se produce una elevacion del cortisol en sangre, pero solamente en los animales de
mayor edad se eleva significativamente el RCS, con independencia del estado sanitario de
la ubre, asociado a un moderado descenso en la produccion de leche (entre un 8 y un 15%).
El incremento del RCS es importante, ya que en casi todas las cabras de tres o mas partos
(9 de 10) se produjo una ETgrcs en el primer ordefio realizado tras el estrés, con
incrementos entre 2 y 20 veces respecto al ordeno precedente. Estas elevaciones fueron

similares a las observadas durante el celo inducido (estudio 3).

Este resultado es novedoso, ya que es la primera vez que en el ganado caprino se
demuestra que un estrés fisioldgico, confirmado mediante una elevacioén del cortisol en
sangre, provoca un importante incremento del RCS. En ganado vacuno, Whittlestone et al.
(1970) también demostraron que el aislamiento de los animales y/o el contacto con un
perro puede ocasionar una elevacion del RCS, aunque en este experimento los recuentos se
elevaron mas en las vacas con un historial previo de mamitis. En nuestro caso, solamente
cuando el incremento de RCS se expresd como diferencia, también se observo que el estrés

incrementd mas los recuentos en las cabras infectadas que en las sanas.

El hecho de que el estrés ensayado no elevara el RCS en las cabras jovenes sugiere
que, ante el mismo estimulo, las cabras de primer y segundo parto pueden sufrir menos
estrés fisiologico, reflejado por el menor nivel de cortisol plasmatico, de modo que éste no
seria suficiente para incrementar los leucocitos en sangre y/o su capacidad para migrar

desde los vasos sanguineos hasta los tejidos.

Por ultimo, dado que en las cabras jovenes el fuerte estrés ensayado apenas afecto a
la produccion de leche, a pesar del incremento de cortisol en sangre, refuerza la hipdtesis
formulada anteriormente de que la caida de produccion de las cabras primiparas en el
experimento 2, en las cuales no se detectd6 un aumento del cortisol plasmatico, no fue
debido a un efecto directo del estrés, sino a que los animales tuvieron un menor acceso al

alimento.
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4. CONCLUSIONES

1) La extraccion del estiércol y el reagrupamiento, dos situaciones aparentemente
estresantes que ocurren habitualmente en las explotaciones de ganado caprino, provocan

los siguientes efectos sobre los animales:

- No afectan de modo importante al RCS, con independencia del niimero de
lactacion de los animales (primiparas y multiparas) y el estado sanitario de la
ubre (sanas y con mamitis subclinica). No obstante, el reagrupamiento tiende a
elevar ligeramente el RCS en las cabras que ya partian de recuentos altos (> 1
millon céls/ml).

- No se eleva el cortisol en sangre, lo que sugiere que no se produce un estrés
elevado en los animales.

- La produccién de leche disminuye sensiblemente en las cabras primiparas que se
trasladan a los parques de multiparas (descenso del 8-10% durante dos dias). En
el resto de casos la produccion de leche apenas varia.

- Afecta en poca medida a la composicion de la leche, con una tendencia a

disminuir la grasa y materia seca.

2) Un estrés puntual y extremo, generado por el contacto de las cabras durante unos 30

minutos con un perro, provoca los siguientes efectos en los animales:

- En las cabras de mayor edad (3 o mas partos) se eleva de forma importante el
RCS, de modo que casi todos animales presentan una ETgrcs de 1 6 2 dias de
duracion. Por el contrario, en las cabras mas jovenes apenas se elevan los
recuentos. En valor absoluto el RCS aumenta mas en las cabras con IIM que en
las cabras sanas , pero sucede al contrario si se expresa en valor relativo (relacion

entre post-estrés y pre-estres).

- Se eleva significativamente el cortisol en sangre tanto en las cabras jovenes como

en las de mayor edad.
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- En las cabras de 3 o mdas partos disminuye la produccion de leche (7-12%),
aumenta la grasa y disminuye la lactosa. En las cabras de menor edad apenas se

observan cambios en la produccion y composicion de la leche.
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