ESPECIAL: MAMITE

Andlise de campo usando

o RCSd

No seguinte estudo amosamos algunhas anélises previas que os autores
realizamos nos Gltimos anos coa aparicion dun novo parametro que
achega unha descricion mais definida do estado real da saide do ubre
de vacas leiteiras que o actual RCS: o reconto diferenciado de células

somaticas (RCSd).
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INTRODUCION
omo ben é sabido polos lectores
C desta revista, malia os esforzos
realizados nos tltimos anos pola
industria, a mastite segue a ser unha das
enfermidades mais complexa, frecuente
e custosa que afectan ao vacun leiteiro

(Alanis et al., 2022). Segundo o Consello
Nacional de Mastite dos EE. UU. (Na-
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tional Mastitis Council, NMC-USA), esta
doenza definese como “unha inflama-
ciéon dun ou madis cuarteirons da glandu-
la mamaria, case sempre causada pola
infeccién dun microorganismo” (Lépez-
Benavides et al., 2012) e p6dese clasifi-
car en clinica ou subclinica, dependendo
do grao de afectacion e da sintomato-
loxia (Denis-Robichaud et al., 2021).
Algunhas das principais dificultades
coas que se topou a industria 4 hora
de avaliar e diminuir as stas conse-
cuencias foron a determinacién e o
diagnéstico deste proceso inflamatorio,
especialmente nos casos subclinicos. E

Q;_



» O RISCO DE DESENVOLVER
MASTITE NO GRUPO DE ANIMAIS
CON BAIXO RCS PERO ALTO
RCSD NON SO SE APRECIOU NO
SEGUINTE MES, SENON QUE SE
MANTIVO DURANTE OS 4 MESES
SEGUINTES

por iso que ao longo dos anos vimos
a aparicion de diferentes ferramen-
tas diagnosticas, desde os iniciais
test de California (CMT), pasando
polo reconto de células sométicas ou
condutividade do leite, ata proteinas
do leite que foron suxeridas recente-
mente como marcadores bioquimi-
cos con diferente grao de precision,
como son a proteina amiloide A, a
haptoglobina ou a lactoferrina (Gia-
gu et al., 2022).

Pero entre todos eles, sen dubida,
o reconto de células somaticas (RCS)
foi o que tivo mdis impacto nas ul-
timas décadas para o diagnéstico e
a monitorizacion da saide do ubre,
tanto en programas de control lei-
teiro oficial como a través de dis-
tintos dispositivos na granxa. Pero,
a maiores do RCS, recentemente in-
troduciuse un novo parametro que
vén achegar unha descricion maéis
definida do estado real da satde do
ubre de vacas leiteiras (Damm et al.,
2017): o reconto diferenciado de cé-
lulas sométicas (RCSd). O obxectivo
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do presente artigo é divulgar al-
gunhas andlises previas que os au-
tores realizamos nos dltimos anos
con esta nova ferramenta.

QUE SON AS CELULAS SOMATICAS?
Antes de seguir avanzando, necesi-
tamos facer unha breve pausa para
revisar certos conceptos que nos per-
mitan entender o porqué do RCSd. As
células somdticas son principalmente
células do sistema inmunitario que
forman parte do mecanismo de de-
fensa natural e que responden a un
desafio inflamatorio ou infeccioso na
glandula mamaria. Cando unha vaca
se infecta —cun E. coli por exemplo-,
as células somaticas “residentes” na
mama desencadean unha resposta
inflamatoria que atrae mais células
defensivas desde o sangue cara ao
punto de infeccion, polo que o RCS
aumenta. Unha vez que as bacterias
son eliminadas por esas células de-
fensivas, o RCS no leite volve & nor-
malidade nunhas poucas semanas
(Schukken et al., 2003). »
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E importante recalcar que o concep-
to de células somadticas non inclie un
Unico tipo especifico de células, senén
que abrangue unha ampla familia con
funciéns defensivas distintas, como son
linfocitos, macrofagos e neutrofilos, ade-
mais de células epiteliais. Asi, e dunha,
maneira moi simplista, poderiamos di-
cir que os linfocitos son os que regulan
todo o proceso inflamatorio, especial-
mente ao comezo e & finalizacion da
resposta inmune (Nickerson, 1989) e a
stia porcentaxe permanece mais ou me-
nos constante no tempo. Os neutréfilos,
pola sta banda, tefien como obxectivo
principal defender a mama das bacte-
rias invasoras ao comezo do proceso
inflamatorio (Oviedo-Boyso et al., 2007).
Das tres poboacions celulares, sabese
que os neutréfilos aumentan considera-
blemente durante o curso da infeccién
e informouse que son o tipo de células
predominantes no leite con mastite
(Pillai et al., 2001). Pola stia banda, os
macréfagos inxiren bacterias, restos ce-
lulares e compoiientes do leite (Sordillo
e Nickerson, 1988). Os macréfagos estan
asociados coa fase tardia da infeccion
(Sladek e Rysanek, 2009), cando esta
non estaria xa activa. Do mesmo xeito,
esperariase que a sta porcentaxe fose
elevando nas infecciéns crénicas (Sladek
e Rysanek, 2009).

RECONTO DIFERENCIAL DE CELULAS
SOMATICAS

Por tanto, e como vimos anterior-
mente, cofiecer o tipo celular pre-
dominante no reconto de células so-
maticas darianos informacién adi-
cional sobre o estado e a evolucion
do proceso inflamatorio e infeccioso.
Asi, dunha maneira xeral, nas fases
iniciais da infeccion mamaria debe-
riamos observar unha maior por-
centaxe de neutroéfilos, correlacio-
nada cun estado de infeccion activa,
mentres que nas fases mdis tardias
da enfermidade, na que talvez se re-
solveu xa a infeccion activa e se esta
limpando a inflamacién, deberamos
ver porcentaxes de macréfagos mais
elevadas. E isto é o que representa
o reconto diferencial de células so-
maticas.

Ata onde sabemos, dispofiemos ac-
tualmente de dudas tecnoloxias que
poden determinar o RCSd en mostras
de leite de maneira automdtica. A pri-
meira maquina é producida por FOSS
Analytical A/S (Hillerod, Dinamarca).
Tratase dun dispositivo de laborato-
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rio que permite a medicion do RCSd a
partir de mostras de leite usando cito-
metria de fluxo. Esta tecnoloxia repor-
ta un valor de RCSd que representa a
porcentaxe combinada de neutréfilos
e linfocitos expresados en porcentaxe
do total de células somdticas (Damm
et al., 2017). A proporcion de macré-
fagos, pola stia banda, p6dese calcular
pola diferenza do RCSd sobre o total
do 100 %. A segunda mdquina (a sa-
ber, QScout) é producida por Advanced
Animal Diagnostics (EE. UU.) e pode
usarse para diagnosticos na granxa.
Esta mdquina mide os valores abso-
lutos e as proporcions dos leucocitos
(neutréfilos, macréfagos e linfocitos)
no leite mediante microscopia de fluo-
rescencia.

Sexa cunha tecnoloxia ou coa ou-
tra, un dos usos especificos seria para
determinar presenza de infeccions ac-
tivas en animais con baixos recontos
de célula somaticas, xa que se poden
detectar cambios nas proporcions de
cada tipo de células en leite indepen-
dentemente do RCS (Pilla et al., 2012).
No outro extremo, poderia reportar
informacion sobre animais que tivesen
recontos celulares altos, pero o tipo de
células predominantes poderianos su-
xerir que xa non ten lugar unha infec-
cién activa no ubre e que se esta resol-
vendo o proceso inflamatorio.

Con todo isto en mente, e motivado
polo feito de que os primeiros disposi-
tivos a grande escala de FOSS para o
diagnéstico de RCSd que se instalaron a
nivel mundial (Fossomatic 7 DC) fixéro-
no no Laboratorio Interprofesional Ga-
lego de Andlise do Leite (Ligal), situado
en Mabegondo (A Corufia). Os autores
vifiemos realizando unha serie de ana-
lises de datos dispoiiibles co obxectivo
de entender un pouco mais que infor-
macién adicional podemos obter deste
novo parametro e como implementarlo
de maneira practica a nivel de campo.

RCSD E EVOLUCION DA MASTITE

Unha das ideas iniciais do uso do RCSd
era que puidese servir como informa-
cion adicional da evolucién do proceso
inflamatorio, detectando, por exemplo,
infeccidns activas en animais con baixo
reconto de células somaticas. Para, iso,
nun traballo publicado en 2019 (Noya-
Couto et al., 2019), tratouse de avaliar
0 uso do RCSd ben para predicir novos
casos de mastites nos dias seguintes
ao control leiteiro ou para avaliar se
se trataba de inflamaciéns cronicas. »

» CONECER O TIPO CELULAR
PREDOMINANTE NO RECONTO
DE CELULAS SOMATICAS
DARIANOS INFORMACION
ADICIONAL SOBRE O ESTADO
E A EVOLUCION DO PROCESO
INFLAMATORIO E INFECCIOSO
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Gréfico 1. Seguimento de animais con baixo RCS con base no seu RCSd

No devandito traballo participaron 9
granxas comerciais da Corufla e selec-
ciondronse dous tipos de animais con
base nos resultados de RCS e RCSd
durante o control leiteiro rutineiro: o
Grupo 1, que representaban animais
con ubres sans (RCS<100.000 cls/mL,
Schward et al., 2010) pero con por-
centaxes altas de RCSd (>68 %), que
nos poderia indicar a presenza dunha
infeccion activa e unha mastite inmi-
nente, e o Grupo 2, animais con mas-
tite subclinica (RCS>200.000 cls/mL,
Pyoralda, 2003) pero con porcentaxes
elevadas de macré6fagos que nos pode-
ria indicar ausencia de infeccion acti-
va (RCSd<72 %). Todos estes animais
foron testeados durante os seguintes 6
dias, cada 48 horas, para determinar a
evolucion do RCS (ver grafico 1).

Os resultados do Grupo 1 indicaron
que, malia que se consideraban ani-
mais cunha infeccion activa pero con
baixos recontos de células somaticas,
s6 un 13 % deles (2 de 15) desenvolve-
ron un caso de mastite subclinica nos
seguintes 6 dias. Da mesma maneira,
0 69 % dos animais no Grupo 2 (27
de 39) seguian a ter un RCS maior a
200.000 cél./mL cando acababa o pe-
riodo de observacion, a pesar de que
se consideraban animais sen infec-
cion activa ao comezo do seguimento.

Tratando de entender se os datos
de RCSd poderian, con todo, achegar
informacién a madis longo prazo, rea-
lizouse o seguimento de 13.183 ani-
mais presentes en 738 granxas du-
rante 5 meses (datos non publicados).
A eses animais, ademais da analise
rutineira de control leiteiro, proce-
deuse 4 determinacion do RCSd. En
cada unha das probas, estableceuse a
presenza de mastite subclinica cando
0 RCS era superior a 200.000 cél./mL.

Nunha primeira analise, elimi-
néaronse todos os animais con mastite
subclinica ao comezo do seguimento,
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no control leiteiro ndmero 1 da se-
rie de seguimento (n=2.624). Desta
maneira teriamos s6 animais “sans”,
sen mastite subclinica. Estes animais
clasificdironse en base ao RCSd nese
primeiro control en animais “en ris-
co”, se a proporcion de RCSd indica-
se que, a pesar de ter un baixo RCS
poderia haber unha infeccién activa
(RCSd>70 %, n=1.379), e en animais
“féra de risco”, cando non cumprisen
este criterio. O seguimento deses ani-
mais a través de control leiteiro du-
rante os seguintes meses reflectiu que
a porcentaxe de animais con mastite
subclinica no seguinte control foi mais
alta para o grupo “en risco” que para
o grupo “féra de risco” (18,42 fronte
a 7,63 %, respectivamente). Isto €, o
risco relativo de desenvolver mastite
subclinica no seguinte control leiteiro
foi un 241 % mais alto para as vacas
clasificadas en risco (p<0.0001). Este
maior risco de desenvolver mastite no
grupo de animais con baixo RCS pero
alto RCSd non s6 se apreciou no se-
guinte mes, sen6n que se mantivo du-
rante os catro meses seguintes. Asi, o
risco de ter mastite subclinica nalgtin
dos catro meses posteriores foi 173 %
mais alto para vacas clasificadas “en
risco” ao comezo do seguimento.
Nunha segunda andlise, procedeu-
se a unha seleccion mais intensiva
dos animais, eliminando aqueles con
RCS>100.000 cél./ml. ao comezo do
seguimento (n=4.487). O resto clasifi-
couse igualmente con base no RCSd en
animais “en baixo risco” cando o RCSd
foi maior ao 70 % e o resto clasificouse
en “fora de risco”. Do mesmo xeito que
na anterior analise, o valor do RCSd pa-
rece achegar certa informacion sobre o
risco de evolucion da satide do ubre nos
seguintes controis leiteiros. Asi, o risco
relativo de desenvolver mastite subcli-
nica foi un 148 % mais alto para vacas
con RCSd maiores a 70 %, mesmo can-

» PARECE QUE [...] SE PODERIAN
ESTABLECER RELACIONS A
MEDIO-LONGO PRAZO, TANTO
PARA A APARICION DE MASTITE
COMO PARA AS TAXAS DE
CURACION
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» O RCSD PODE PROPORCIONAR UNHA ANALISE DO ESTADO

DE SAUDE DO UBRE DUNHA MANEIRA MAIS DETALLADA QUE

A PROPORCIONADA POR RCS SO, PERO NECESITASE MAIS
INFORMACION PARA UTILIZAR ESTE VALOR COMO INDICADOR DA
EVOLUCION DA SAUDE DO UBRE A NIVEL DE CAMPO

do se trataba s6 de animais con RCS
menores a 100.000 cél./mL ao comezo
do seguimento.

Nunha terceira andlise, pola con-
tra, tratouse de avaliar a probabilida-
de de certa conexion entre os valores
de RCSd e a probabilidade de cura-
cién nos seguintes controis leiteiros.
Neste caso selecciondronse animais
con RCS maiores a 400.000 cél./mL
ao comezo do seguimento (n=1.503)
e clasificaronse con base no RCSd en
animais con baixo RCSd (<40 %) ou
non (RCSd=40 %). Como se describiu
anteriormente, o que nos indicaria
un baixo nivel de RCSd (40 %, por
exemplo), é que o 40 % das células
somaticas serian neutrdfilos e linfo-
citos, mentres que poderiamos asu-
mir que o resto (60 %) se trataria de
macréfagos. Vimos que estes ultimos
estdn asociados coa fase tardia da
infeccion e, por tanto, expuxose se
esas vacas con RCSd poderian repre-
sentar aquelas que xa solucionasen a
fase activa e estarian en proceso de
resolucién da inflamacion. O seu se-
guimento mostrou que aqueles ani-
mais con altos RCS pero baixos RCSd
tifan un risco moito menor de ter
mastite subclinica no seguinte con-
trol leiteiro (RR=0,51, p<0,02).

Por tanto, parece que de momento
non dispofiemos de suficiente infor-
macién que nos permita usar o RCSd
como unha ferramenta preditiva a
curto prazo (nos seguintes seis dias),
pero parece que se poderian estable-
cer relaciéons a medio-longo prazo,
tanto para a aparicion de mastite
como para as taxas de curacion.

RCSD E SECADO

Outro punto interesante que se ava-
liou nos tltimos anos é a conexién
entre o periodo seco —especialmente
os valores de RCSd no tultimo con-
trol ao secado- e a prevalencia de
mastite no primeiro test posparto.
Para iso recuperouse informacion
procedente de 16.572 vacas multi-
paras, tanto do ultimo test da lacta-
cién anterior como do primeiro test
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da seguinte lactacion (Cainzos et al.,
2019), co obxectivo de avaliar o seu
impacto na prevalencia de mastite
ao comezo da lactacion. Asi, viuse
que variables como a paridade (2
partos fronte a 3 ou madis), a pre-
senza de cetose ao comezo da lac-
tacion, a presenza de mastite sub-
clinica no dltimo control ou os dias
en leite a primeiro control gardaban
relacion coa prevalencia de mastite
subclinica ao comezo da lactacion.
Con todo, e en contra do esperado,
a presenza de valores de RCSd por
riba do 70 % no ultimo control an-
tes do secado —que nos indicarian
a existencia dunha infecciéon acti-
va (Schwarz, 2018)- non parecian
gardar ningunha relaciéon coa pre-
valencia de mastite subclinica no
primeiro control posparto.

Cabe lembrarlles aos lectores que
todos os datos usados e as andlises
reportadas son meramente obser-
vacions, polo que s6 poderemos es-
tablecer relaciéns de asociacion e
que cumpriria desenvolver andlises
prospectivas para poder establecer
relaciéns causais nas asociacions
descritas anteriormente.

Tal e como reportaron previos
autores (Gongalves et al., 2017), o
reconto diferencial de células so-
maticas pode proporcionar unha
analise do estado de satude do ubre
dunha maneira mais detallada que
a proporcionada por RCS sé; con
todo, necesitase mais informacién
para utilizar este valor como in-
dicador da evolucién da satude do
ubre a nivel do campo. |
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