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l. INTRODUCCION, PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS






1. Introduccion, planteamiento y objetivos

El recuento de células somaticas (RCS) de la leche viene siendo utilizado
desde hace décadas como un método indirecto de diagnostico del estado sanitario de
la mama y también como estimulador e incentivador de los programas de control de
mastitis en el ganado vacuno, y comienza ahora a serlo en el ganado ovino lechero
(GONZALO et al., 1994; MARCO, 1994; TARDAGUILA, 1999).

A este respecto, los principales métodos de RCS de la leche, como son la
microscopia directa (MD), el método de recuento electrénico de particulas (REP) y el
método fluoro-opto-electronico (FOE), han sido estandarizados en la leche de vaca
(FIL-IDF, 1995; SCHMIDT-MADSEN, 1975), pero existe muy poca informacion sobre
su aplicacion especifica a la leche de oveja (GONZALO et al., 1993) y cabra (DULIN ef
al., 1982b; POUTREL y LERONDELLE, 1983), que, como es bien conocido, tienen una
composicion muy diferente a la de la vaca. Adicionalmente, la presencia de material
extracelular membranoso, restos nucleares y fragmentos celulares descritos en la
leche de oveja (LEE y OUTTERIDGE, 1981; PERIS ef al., 1993; SCHALM ef al., 1971) y
en la de cabra (DULIN ef al., 1982b; PETTERSEN, 1981; SIERRA ef al., 1996a; SIERRA et
al., 1996b) impide una extrapolacion de la validez de métodos de RCS entre especies.

En efecto, es bien conocido cdmo la presencia de fragmentos celulares y
particulas citoplasmaticas (PC), constantemente observados en la leche de cabra,
condiciona decisivamente el método de RCS a utilizar en esta especie (DULIN et al.,
1982b; POUTREL y LERONDELLE, 1983). Estas PC no leucociticas son el resultado de
la secrecion lactea marcadamente apocrina de la cabra, caracterizada por el
desprendimiento apical de las células secretoras de grandes fragmentos de citoplasma,
ricos en material granular ribosomico ARN-positivo, de un tamafio similar al de los
leucocitos (5-30 um), pero carentes de ADN y carentes, igualmente, de significacion
patoldgica. En consecuencia, en esta especie Unicamente deberan utilizarse métodos

especificos de ADN, que efecttien el recuento especifico de los leucocitos y no de las



PC.

El método de referencia recomendado por la Federacion Internacional de
Lecheria (FIL-IDF, 1995) para el RCS es el método microscopico directo (MD)
mediante la tincion azul de metileno (AM). Esta técnica es rapida y facil de realizar,
pero presenta el inconveniente de su falta de especificidad desde el punto de vista
tintorial, al no permitir la distincidon entre las células propiamente dichas y las PC.
Esta falta de especificidad tintorial hace que resulte conveniente llevar a cabo ensayos
de MD utilizando tinciones que proporcionen una mayor resolucion microscopica,
como puede ser la tincion May-Griinwald-Giemsa (MGG) (GONZALO y GAUDIOSO,
1983), u otras mas especificas que diferencien el nicleo del citoplasma, como es el
caso de la tincion pironina Y-verde de metilo (PVM) (PAAPE ef al., 1963).

No obstante lo anterior, la enorme cantidad de muestras que diariamente
llegan a los laboratorios de control lechero hace inviable, en la practica, el uso de la
MD para analisis rutinarios; por una parte, porque se requiere personal experimentado
en el RCS y, por otro lado, porque el proceso es muy lento, ya que se precisa invertir
varias horas desde que se realiza la extension de la muestra de leche hasta que se
concluye su RCS. Ademas, cabe afiadir que el RCS mediante la MD esta sometido a
numerosas fuentes de error (HEESCHEN, 1975), derivadas de la posibilidad de una
inadecuada distribucion de las células en la extension, subjetividad a la hora de
decidir si un objeto es o no una célula, error en el factor de microscopio, falta de
representatividad del nimero de campos contados, etc. Todas estas razones hacen
aconsejable e, incluso, imprescindible el empleo rutinario de analizadores rapidos y
automatizados de RCS, relegando la MD como técnica de contraste y verificacion de
los mismos.

En los ultimos afios se han venido utilizando diversos métodos automatizados,
entre ellos fundamentalmente dos: el método REP, profusamente citado en la
bibliografia (DULIN et al., 1982b; MILLER et al., 1986; POULTREL y LERONDELLE,
1983) y el método FOE, basado en la fijacion del ADN celular a un colorante
fluorescente (GRAPPIN y JEUNET, 1974). No obstante, tales métodos analiticos para el
RCS han sido desarrollados y estandarizados en leche de vaca (FIL-IDF, 1995),
disponiéndose de muy escasa informacion sobre su evaluacion y contraste en leche de
oveja y cabra. En esta ultima especie, algunos estudios (DULIN et al., 1982b;
PETTERSEN, 1981; POULTREL y LERONDELLE, 1983; SHELDRAKE ef al., 1981) han

mostrado grandes discrepancias entre los RCS obtenidos por diferentes métodos. En
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efecto, aquéllos basados en el REP y los métodos MD que emplean tinciones no
especificas (por ejemplo: el AM) no diferencian entre PC y leucocitos y dan lugar a
RCS mas variables y significativamente mas elevados que los obtenidos con métodos
que valoran especificamente el ADN, como, por ejemplo, el FOE o el método MD
con la tincidon PVM. Asi, solamente estos ultimos métodos han proporcionado
estimaciones fiables del RCS para leche de glandula (DULIN ef al., 1983a; DULIN et
al., 1983b; DULIN et al., 1982b) y de tanque (DROKE ef al., 1993) en esta especie.
Entre todos ellos parece, por tanto, que el uso del FOE como método automatizado,
rapido y especifico del ADN celular garantiza la fiabilidad del RCS al evitar, de
forma sistematica, el recuento de PC de la leche de pequefios rumiantes.

Sin embargo, y aun siendo de gran importancia, la discusion no se debe centrar
exclusivamente en el método idoneo de RCS, sino que, demostrada la validez de un
método, es preciso abordar el estudio de los factores, tanto de muestreo como
analiticos, de variacion del RCS del mismo. En este sentido, y por lo que respecta a la
leche de oveja, existen pocos trabajos que hayan fijado las condiciones dptimas para
el uso del método FOE (GONZALO et al., 1993). Estos autores enfatizan ya la
necesidad de estandarizar la metodologia en leche de esta especie, debido a la
influencia de determinados factores, como son la edad de la muestra y la temperatura
de almacenamiento (GONZALO et al., 1993), o la presencia de restos celulares (LEE y
OUTTERIDGE, 1981; PERIS et al, 1993) que pueden afectar al RCS de forma
significativa. Por otra parte, otros investigadores también han encontrado efectos
significativos de otros factores, como, por ejemplo, el conservante usado (BARCINA ef
al., 1987; BERTRAND, 1996; LEE et al., 1986; SCHMIDT-MADSEN, 1979), el tipo de
tincion utilizada (PAAPE ef al., 1963) y las temperaturas de analisis (MILLER ef al.,
1986) y de conservacion (BARKEMA et al., 1997; LEE et al., 1986) sobre el RCS en la
leche de vaca.

Estos antecedentes resaltan el interés de contrastar el método automatizado de
recuento FOE frente al método MD de referencia en la leche de oveja, utilizando,
ademas del AM, recomendado por la FIL-IDF (1995), otras tinciones mas especificas,
como el MGG y la PVM. Al mismo tiempo, resultaria de gran interés definir
perfectamente las normas y condiciones Optimas, tanto de muestreo como de
utilizacion, del método FOE bajo diferentes condiciones analiticas, con el fin de fijar
la metodologia mas precisa para el andlisis celular de una muestra dada,

particularmente en lo que hace referencia a los conservantes mas recomendables a



utilizar, temperaturas de conservacion, incluida la congelacion, temperatura de
analisis de la leche y efecto de la edad de las muestras de leche.

Esta estandarizacion del método FOE en la leche de oveja resulta
indispensable no so6lo como condicion primordial de cara a garantizar la
reproductibilidad de resultados entre laboratorios y el control de calidad de los
mismos en materia de RCS, sino también con el fin de conocer las normas de
muestreo y condiciones de conservacion y analiticas dptimas para el RCS en esta
especie.

A la luz de la Normativa Comunitaria sobre Calidad de Leche (Directivas
92/46/CEE y 94/71/CEE), la importancia de estos aspectos es maxima en el momento
actual, dados los alarmantes RCS de la leche de los rebafios en los paises del Sur de
Europa y, en consecuencia, el interés por fundamentar las estrategias mas adecuadas
de control del RCS en la leche de pequefios rumiantes sobre bases analiticas precisas,
fiables y reproducibles. Tales estrategias de control, tendentes a garantizar la calidad
higio-sanitaria de la leche, constituyen actualmente el tema de estudio del Proyecto
Europeo de Investigacion FAIR1-CT95-0881 (Estrategias de control en granja del
recuento de células somdticas de la leche de oveja y cabra), en el que participan un
total de 16 entidades europeas, entre grupos de investigacion y laboratorios
implicados. El Departamento de Produccion Animal I de la Universidad de Leon es
uno de los equipos de investigacion mencionados, y la presente Memoria de Tesis
Doctoral se enmarca dentro del Objetivo 1 de dicho Proyecto, concerniente a la
estandarizaciéon de los métodos de medida del RCS en la leche de pequefios
rumiantes, basicamente a través del estudio de los factores intrinsecos y extrinsecos
de variacion analitica del RCS y de la puesta en marcha de un sistema de control de
calidad entre los laboratorios de analisis lecheros de los paises participantes en el
Proyecto (Espafia, Italia y Francia).

En consecuencia, a la hora de realizar esta Memoria de Tesis Doctoral nos
hemos propuesto los siguientes objetivos, tendentes a la estandarizacion en la leche de
oveja del método FOE, recomendado por la FIL-IDF (1995) en la leche de vaca:

1. Evaluacién del método FOE de RCS mediante el método MD, usando

tinciones de diferente especificidad, en leche de oveja.
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2. Estudio de los factores de variacion mas importantes del RCS estimado por
el método FOE en muestras de leche de oveja frescas y conservadas,
almacenadas a una temperatura mayor de 0° C.

3. Evaluacion de la congelacion frente a la refrigeracion de la leche de oveja
en el método FOE de estimacion del RCS.

4. Estudio de los factores de variacion del RCS estimado por el método FOE

en muestras de leche de oveja congeladas a -20° C.

Con el fin de cumplir los objetivos marcados, se han disefiado dos
experiencias distintas, con la primera de las cuales se ha pretendido cubrir los dos

primeros objetivos y, con la segunda, los dos ultimos:

Experiencia I. Comparacion de los métodos MD y FOE de RCS y estudio de
la influencia de las condiciones de conservacidon, temperatura de
almacenamiento, edad de la muestra y temperatura de analisis, sobre el método
FOE en la leche de oveja.

Experiencia II. Estudio del efecto de la congelacion sobre el RCS estimado
por el método FOE y de la influencia de la conservacion, edad de la muestra,
tipo de descongelacion y temperatura de analisis, sobre el RCS de la leche de

oveja almacenada a temperatura de congelacion (-20° C).
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/. Revision bibliogrdafica

II.1. LAS CELULAS SOMATICAS DE LA LECHE COMO
MECANISMO DEFENSIVO DE LA GLANDULA MAMARIA

La inflamacion de la glandula mamaria (mastitis) no es diferente de la de otros
tejidos corporales. Los signos cardinales de la inflamacién (rubor, tumor, calor y
dolor) y la pérdida de funcionalidad no siempre desarrollan una intensidad
suficientemente grande para reconocer la presencia de un proceso mastitico. La
aparicion del proceso inflamatorio en ausencia de signos clinicos se denomina
mastitis subclinica (SCHALM et al., 1971), de frecuencia muy superior a la de la
mastitis clinica (MARCO et al., 1992).

La defensa de la glandula mamaria contra los agentes patdgenos causantes de
mamitis estd mediada por varios factores protectores anatomicos, celulares y solubles.
Una vez que las bacterias han logrado atravesar satisfactoriamente el canal del pezon,
la eficiencia de estos mecanismos defensivos determinara la resistencia de la glandula
frente a una nueva infeccion. Como han sefialado SORDILLO et al. (1997) para la vaca,
dichos mecanismos pueden dividirse en dos categorias distintas: la inmunidad innata
o inespecifica y la inmunidad adquirida o especifica

La inmunidad innata constituye el tipo de defensa predominante durante los
estadios tempranos de la infeccion. La respuesta inespecifica se encontraria ya
presente en el foco de infeccién, o bien se activaria rapidamente por numerosos
estimulos, aunque no se veria incrementada ante exposiciones repetidas a la misma
agresion. En esta respuesta inespecifica se encontrarian implicados la barrera fisica de
la punta del pezon, los macréfagos, los polimorfonucleares (PMN), las células
asesinas naturales (natural killer) y ciertos factores solubles.

Por otra parte, el sistema de inmunidad adquirida reconoce especificamente

constituyentes determinados de un patégeno, facilitando asi su eliminacion selectiva.



/. 1. Las células somadticas de la leche

En ese reconocimiento de los factores patogénicos estan involucrados los anticuerpos,
los macréfagos y varias poblaciones linfoides. Debido a la memoria de algunos
linfocitos, las respuestas inmunes especificas pueden potenciarse mediante la
exposicion repetida a un mismo patdgeno. En la glandula mamaria, tanto los factores
protectores innatos como los adquiridos se hallan coordinados para proporcionar una
proteccion optima frente a la enfermedad.

Tal y como sefialaron SORDILLO et al. (1997), la actividad de los leucocitos
residentes y de los recién reclutados durante los estadios tempranos de la patogénesis
juega un papel central en el establecimiento de la infeccion intramamaria. Igualmente,
en el transcurso de la infeccidn, son los leucocitos PMN quienes adquieren una clara
preponderancia numérica con relacién a los otros tipos celulares, tanto en la vaca
(JASPER, 1980) como en la oveja (GONZALO y GAUDIOSO, 1985). En consecuencia, en
la glandula sana en lactacion, los RCS son a menudo menores de 10°/ml de leche,
mientras que, durante la infeccién bacteriana, los recuentos totales pueden

incrementarse hasta concentraciones mayores de 10%ml en muy pocas horas.

11.1.1. CLASIFICACION DE LAS CELULAS SOMATICAS

Las células somaticas que aparecen en la leche son de varios tipos, segiin LEE
y OUTTERIDGE (1981) y SORDILLO ef al. (1997): PMN, macrofagos, linfocitos y, en

un porcentaje menor, células epiteliales.

11.1.1.1. POLIMORFONUCLEARES

Los PMN presentes en la leche derivan de la sangre y mantienen casi todas
sus caracteristicas. Son redondos, elipticos o de contorno irregular. El nucleo se tifie
de color purpura en distinto grado y presenta la caracteristica de ser lobulado, con
finos filamentos conectando los 16bulos en ciertas células. El citoplasma contiene
cantidades variables de pequefios granulos rosas, que le confieren un tono
caracteristico. Una proporcion variable de células tiene en el citoplasma una o mas
vacuolas de grasa, que pueden desplazar a los granulos especificos hacia ciertas zonas

mas estrechas del citoplama e, incluso, deformar en ocasiones al nicleo. Es posible
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observar PMN vacuolados en varios estadios distintos de degeneracion dentro de la
misma extension (SCHALM et al., 1971).

Los PMN constituyen el tipo celular predominante encontrado en las
secreciones y tejidos mamarios durante la inflamacioén temprana y pueden representar
mas del 90% del total de leucocitos de la mama (GONZALO y GAUDIOSO, 1985;
SORDILLO et al., 1989), aunque DULIN et al. (1983a), LEE y OUTTERIDGE (1981) y
SORDILLO et al. (1997) sefialaron que se encuentran en un numero bajo en la glandula
sana no infectada.

Como han citado estos ultimos autores, estas células inespecificas se trasladan
desde la sangre a la glandula mamaria en respuesta a una variedad de mediadores
inflamatorios, tales como citoquinas, complemento y prostaglandinas. Una vez en el
lugar de infeccion, los PMN fagocitan y matan a los patdgenos bacterianos,
ejerciendo su accion a través de un proceso respiratorio que origina radicales
hidroxilo y oxigeno, los cuales son componentes clave de la via oxidativa de muerte
bacteriana. Las bacterias mueren por la accion del peroxido de hidrogeno, de los
iones superdxido y del hipoclorito. También existe otro mecanismo de muerte celular
dependiente del oxigeno, en el que se utiliza no solo este elemento, sino, ademas,
haluros y la enzima mieloperoxidasa. Esta enzima cataliza la reaccion entre el H,O;
del proceso oxidativo, antes mencionado, y los haluros (CI', I' o Br’), formandose los
denominados hipohaluros, altamente téxicos. La accién de la mieloperoxidasa,
localizada en los granulos azurofilicos de los PMN, alcanza a la bacteria cuando el
contenido del granulo es liberado al fagosoma (AMORENA ef al., 1992). Durante el
proceso fagocitico, las bacterias también pueden verse expuestas a sustancias de la
via no-oxidativa, como son la peroxidasa, la lisozima, varias enzimas hidroliticas y la
lactoferrina (SORDILLO ef al., 1997). LEE y OUTTERIDGE (1981) sefialaron que su
papel fagocitico no se encuentra limitado a los microorganismos, sino que, al menos
en el calostro y en la leche, estas células son capaces de englobar restos celulares y
otros componentes lacteos (gotas de grasa, micelas de caseina, etc.) de modo similar a
como lo hacen los macrofagos, aunque en menor grado. En definitiva, como han
sefialado SCHALM ef al. (1971), el PMN es un agente importante que influye en la
magnitud y duracion de la inflamacion.

A pesar de todo, debido a que la concentracion de oxigeno en la leche es muy
baja, la eficiencia de los mecanismos oxidativos celulares es muy pequefa y, por lo
tanto, también lo es la actividad bactericida de los PMN (AMORENA et al., 1992). Por



/. 1. Las células somadticas de la leche

otro lado, esa fagocitosis de las micelas de caseina (RUSSEL ef al., 1976) y de los
globulos de grasa (PAAPE et al., 1975) podria inhibir la actividad bactericida de los
PMN como consecuencia de la dispersion de los elementos bactericidas lejos de los
fagosomas que contienen las bacterias, suposicion sustentada igualmente en los
hallazgos de WILLIAMS ef al. (1985). Esta pérdida de actividad fagocitaria de los
PMN de la leche, comparativamente a los PMN sanguineos, también ha sido atribuida
al bajo contenido en glucogeno de ellos, ya que para el metabolismo oxidativo se
requiere energia (AMORENA et al., 1992).

Ademas de esa capacidad fagocitica, los PMN son una fuente de pequefios
péptidos antibacterianos, las defensinas, capaces de eliminar a cierto nimero de los

patogenos causantes de mastitis (SELSTED ef al., 1993).

11.1.1.2. MACROFAGOS MAMARIOS

Las células mononucleares vacuoladas, tradicionalmente consideradas como
células epiteliales, han sido clasificadas a comienzos de los afios 80 como macréfagos
en la leche de vaca (DULIN ef al, 1982a; LEE et al., 1980; NELSON ef al., 1967,
NICKERSON y HEALD, 1982), de cabra (DULIN ef al., 1983b; DULIN et al., 1982b) y de
oveja (DULIN ef al., 1983a; LEE y OUTTERIDGE, 1981; OUTTERIDGE y LEE, 1981).

Son las células mas abundantes de la leche y los tejidos de la glandula
mamaria sana, tanto en lactacién como involucionada (JENSEN y EBERHART, 1981;
LEE et al., 1980; SORDILLO y NICKERSON, 1988). Su tamafio y apariencia varian con
el estado de lactacion y con el entorno en el que estén inmersos. Basicamente
contienen un gran nucleo de formas diferentes con cromatina difusa. El citoplasma es
abundante y posee mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endoplasmico rugoso,
ribosomas libres, lisosomas y fagosomas (LEE y OUTTERIDGE, 1981). Al igual que los
PMN, son activas células fagociticas de la mama, capaces de ingerir bacterias, restos
celulares y componentes de la leche (SORDILLO y NICKERSON, 1988 ). Como
indicaron LEE y OUTTERIDGE (1981), su capacidad para fagocitar dichos restos
celulares y gotas de grasa es mucho mayor que la de los PMN. Los rasgos
anteriormente citados fueron evidentes en macrofagos aislados del calostro y de la
leche de oveja, asi como de la secrecion propia de la glandula mamaria en los estadios

tempranos de su involucion, donde, debido a la fagocitosis de muchas gotas lipidicas,
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su citoplasma se presentaba mas voluminoso. La inmensa mayoria de estas
inclusiones eran gldébulos grasos tipicos de la leche con su caracteristica membrana
compuesta, rodeados por la unidad de membrana de la vacuola fagocitica, aunque
algunas gotas lipidicas no se encontraban rodeadas por ella. Los macréfagos de
glandulas en estado avanzado de involucion no poseen habitualmente gotas grasas, 1o
que pareceria indicar que la mayor parte de la grasa lactea ya habria sido eliminada en
ese momento, mientras que si son capaces de fagocitar particulas de latex
introducidas intencionadamente. Estos ultimos autores también han indicado que su
gran capacidad fagocitica hace suponer que su funcidén principal es proteger a la
mama en procesos inflamatorios cronicos (SCHALM ef al., 1971) y también al
intestino del neonato lactante de agresiones bacterianas.

Como han indicado SORDILLO ef al. (1997), ademas de su papel en la defensa
inespecifica temprana, los macrofagos también tienen una funcion clave en la
preparacion y presentacion antigénica. Los antigenos de las bacterias fagocitadas se
preparan dentro de los macrégagos y aparecen en la membrana asociados con los
antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase II. Estos antigenos del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase II son moléculas de membrana
polimorficas requeridas por los linfocitos para reconocer antigenos extrafios. Por
ultimo, cabe sefialar que el poder fagocitico de los macréfagos se puede incrementar
sustancialmente con la presencia de anticuerpos opsonizantes y que, debido a la
ingestion indiscriminada de grasa, caseina y otros compuestos lacteos en la glandula
mamaria, la capacidad fagocitica de ellos y de los PMN es menos efectiva que en la
sangre, como habiamos sugerido anteriormente. Al igual que ocurre con los PMN, su
actividad fagocitaria y bactericida se encuentra especialmente deprimida durante el

periodo que rodea al parto.

I1.1.1.3. LINFOCITOS

La aparicion de una inmunidad especifica efectiva implica, por un lado, a las
células que presentan los antigenos y, por otro, a los linfocitos, como unicas células
del sistema inmune que reconocen antigenos a través de receptores de membrana
especificos para los agentes patdgenos invasores (SORDILLO ef al., 1997). Son las mas

pequefias de las células presentes en la leche de oveja. Tienen un escaso citoplasma y

11
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contienen un nucleo redondeado, frecuentemente con una dentacion en uno de los
lados (LEE y OUTTERIDGE, 1981). La presencia de linfocitos seria el resultado de una
infiltracion fija de dichas células desde los espacios intersticiales hasta la leche, a
través del epitelio mamario, de modo parecido a la forma en que ellas acceden a otras
cavidades del cuerpo, como podria ser la cavidad peritoneal. Al contrario de lo que
sucede con los PMN, algunos linfocitos pueden recircular con la linfa (SCHALM et al.,
1971).

Existen dos poblaciones distintas de linfocitos, que difieren en la funcion y en
sus productos proteicos, y que han sido descritas por SORDILLO et al. (1997):
linfocitos T y linfocitos B. A su vez, los linfocitos T pueden subdividirse en linfocitos
T off, que incluyen a los CD4+ (T-de ayuda) y a los CD8+ (T-citotoxicos o T-
supresores), y en linfocitos T ¥d. Dependiendo del estado de lactacion y de la
localizacion del tejido, los porcentajes de estas células pueden variar
significativamente. Muy sucintamente pasamos a describir las funciones de cada tipo
celular:

e Linfocitos T-de ayuda. Secretan citoquinas cuando reconocen la union
antigeno-complejo mayor de histocompatibilidad sobre los linfocitos B y
macrofagos. Gracias a esta capacidad para secretar ciertas citoquinas, las
células CD4+ desempefian, como veremos mas adelante, un papel importante
en la activacion de linfocitos B, linfocitos T, macrofagos y otras células que
participan en la respuesta inmune. Estudios previos (PARK et al., 1992;
SHAFER-WEAVER y SORDILLO, 1996) han demostrado que los linfocitos CD8+
son el fenotipo predominante tanto en los tejidos como en las secreciones de la
mama sana, con una relacion CD4+:CD8+ menor que 1, mientras que en la
sangre periférica la relacion CD4+:CD8+ es mayor que la unidad.

¢ Linfocitos CD8+. Se sabe con seguridad que los linfocitos CD8+ ejercen
una accidn citotoxica, o bien una accidon supresora. Los linfocitos T-
citotoxicos reconocen y eliminan a las células propias alteradas mediante la
presentacion del antigeno junto con las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase 1. Por lo tanto, las células citotoxicas pueden
actuar eliminando células secretoras viejas o dafiadas, cuya presencia podria
dar lugar a un incremento de la susceptibilidad de la mama a las infecciones.

Por otro lado, se piensa que los linfocitos T-supresores controlarian o

12
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modularian la respuesta inmune. Asi, se ha demostrado que los CD8+ pueden
afectar de modo importante a la inmunidad del hospedador durante las
infecciones bacterianas, alterando o suprimiendo las respuestas proliferativas
de los CD4+. Investigaciones llevadas a cabo recientemente con linfocitos
CD8+ mamarios de vaca sugieren que el papel inmunorregulador de estas
células dependeria del estado de lactacion: los CD8+ que siguen
inmediatamente al parto son del tipo supresor, pero los hallados desde la mitad
hasta el final de la lactacidon presentan mas bien una naturaleza citotoxica.

e Linfocitos T Y. Las funciones de los linfocitos T Y3 se asocian, en un
principio, con la proteccion de superficies epiteliales. Hay indicadores de que
los linfocitos T 0 tendrian un poder citotoxico, pudiendo ser capaces de
destruir células epiteliales alteradas. Dichas células también podrian jugar
cierto papel en las enfermedades infecciosas y, por tanto, proporcionar una
linea importante de defensa contra las infecciones bacterianas. Tanto en
humanos como en rumiantes se originan mayores niveles de linfocitos T 0 en
el parénquima y secreciones mamarias que en la sangre.

e Células asesinas naturales. Son linfocitos grandes y granulados no
inmunes, con poder citotoxico en ausencia de la restriccion del complejo
mayor de histocompatibilidad. No obstante, contienen receptores Fc, que las
capacitan para participar en una citotoxicidad mediada por células dependiente
de anticuerpos. Una vez que estas células se unen, por medio de los receptores
Fc, a una célula diana, ligada a su vez a anticuerpos, tiene lugar la destruccion
de dichas células diana. Las células asesinas naturales pueden, de igual modo,
secretar varias moléculas téxicas, como el factor de necrosis tumoral, que
estaria capacitado para iniciar la apoptosis en células alteradas. Su habilidad
para intervenir en la -ya mencionada- citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos, hace pensar que podrian jugar un papel en las
infecciones bacterianas.

e Linfocitos B.La funcion primaria de los linfocitos B es producir
anticuerpos contra los agentes patdogenos invasores. Al contrario que los
macrofagos y PMN, los linfocitos B utilizan sus receptores de superficie para
reconocer especificamente a esos patogenos. Pueden procesar y presentar los
antigenos a los linfocitos T-de ayuda en el contexto de las moléculas del

complejo mayor de histocompatibilidad de clase II. Cuando los antigenos
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procesados son presentados a los linfocitos T-de ayuda, éstos secretan
interleucina-2, que induce sucesivamente la proliferacion y diferenciacion de
los linfocitos B a células plasmaticas, que producen anticuerpos, y a las que
nos vamos a referir a continuacidén. Contrariamente a los linfocitos T, los
porcentajes de los B permanecen constantes en los distintos estados de
lactacion.

e Células plasmaticas. Se caracterizan por presentar un nucleo redondo y
esférico, cuya cromatina esta condensada y colocada en granulos densamente
tefiidos que le confieren una apariencia de reloj. Su citoplasma es abundante y
posee un aparato de Golgi grande. La caracteristica mas significativa de estas
células es la presencia de numerosas cisternas de reticulo endoplédsmico
rugoso colapsadas o dilatadas. Igualmente, aparecen algunas mitocondrias
(LEE y OUTTERIDGE, 1981). GOLDBLUM ef al. (1975) observaron células
productoras de inmunoglobulinas A, presumiblemente células plasmaticas, en
calostro humano; sin embargo, es mas probable que en calostro ovino
produzcan IgG o IgM, pues las células que secretan IgA aparecen Gnicamente
en la glandula mamaria de la oveja después de una estimulacion antigénica
local (LEE y LASCELLES, 1970).

LEE y OUTTERIDGE (1981) han reseflado que, a la vista de la persistencia de
los linfocitos en la secrecion mamaria durante toda la lactacion y de la importancia
que tienen en el desarrollo de la inmunidad, se ha puesto interés en su papel en el
calostro humano (PARMELY y BEER, 1977) como protector del neonato. Asimismo,
aquellos autores indicaron que ciertos estudios han mostrado la presencia de
linfocitos T y B en dicho calostro y en la leche normal bovina (CONCHA ef al., 1978).
Algunos de los linfocitos calostrales humanos son responsables de fenomenos de
fitohemoaglutinacién y estimulaciéon mitogénica, de igual modo que los linfocitos de
la leche de vaca y perra (LEE y OUTTERIDGE, 1981).

11.1.1.4. CELULAS EPITELIALES

Se ha sefalado (SCHALM ef al., 1971) la presencia de varios tipos de células
epiteliales en la leche, pero éstas podrian agruparse en dos categorias generales segun

sus caracteristicas citoplasmaticas: no-vacuoladas y vacuoladas:
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e Células epiteliales no-vacuoladas. Varian en tamafio y generalmente son
mas pequefias que las vacuoladas. El nucleo es grande, esférico o eliptico y
esta bien definido. El citoplasma es ligera o moderadamente basofilo. No es
granular y se encuentra desprovisto de gldobulos grasos, aunque en ocasiones
puede aparecer con aspecto esponjoso. De forma muy ocasional pueden verse
dos o mas células no-vacuoladas en grupos, apareciendo entonces sus
citoplasmas adyacentes, lo que indica una descamacion en masa.

o Células epiteliales vacuoladas. Pueden presentar desde un tamafio medio
hasta aparecer como grandes células en las extensiones de leche. Su nucleo
también es grande y bien definido, esférico, eliptico o de contorno irregular.
El citoplasma, en cantidad variable, contiene diverso nimero de globulos
grasos de distintos tamafios y se tifie de color azul mas o menos intenso
(basofilo) o de rosa (aciddfilo), pudiendo contener granulos rojizos o
purpareos. Las células mas pequefias poseen habitualmente un citoplasma
azulado, un nucleo proporcionado y bien definido y cierto numero de vacuolas
grasas. Las células mayores pueden presentar un citoplasma de color
ligeramente azul o rosa, muchos gloébulos grasos y un nucleo
desproporcionadamente pequefio. Las células epiteliales degeneradas pueden
tener vacuolas en el nucleo o, mas comunmente, mostrar la desintegracion de
éste en pequefios granulos dispersos por el citoplasma. El nucleo puede
desaparecer, dejando una célula anucleada. Se pueden ver los fragmentos
citoplasmicos separandose de las células intactas o degeneradas. Se ha
sefalado que estas formas degeneradas de células epiteliales vacuoladas daban
lugar a pseudopolimorfos y micropseudocélulas, los primeros de los cuales, al
parecerse a los PMN, deberian diferenciarse de éstos. Por el contrario, otros
investigadores no han apreciado pseudopolimorfos en la leche, sino que
opinan que dichas formas podrian haber sido confundidas con leucocitos
PMN.

Por su parte, LEE et al. (1980), en leche de vaca, y LEE y OUTTERIDGE (1981),
en leche de oveja, observaron que las células epiteliales ductales se caracterizaban por
unas microvellosidades cortas y uniformemente distribuidas por toda la superficie, asi

como por la presencia de muchas fibrillas en el citoplasma.
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DULIN ef al. (1983b) sefialaron que ciertos estudios sobre células somaticas en
leche humana indicaron que la mayoria de las células presentes en la glandula,
después del segundo mes de lactacion, eran epiteliales con funcidén secretora. No
obstante, los criterios utilizados para la identificacion de dichas células en la leche de
vaca podrian aplicarse perfectamente también a los macréfagos (LEE et al., 1980), lo
que dificulta la diferenciacion entre células epiteliales y macréfagos por microscopia
optica.

La aparicion de pequefios grupos de células ductales bien conservadas, tanto
en secreciones de vacas secas como en la leche propiamente dicha, parece indicar que
su presencia se encuentra mas relacionada con la abrasion del epitelio, ocasionada
durante el proceso de ordefio, que con una descamacion natural durante la lactacion
(LEE et al., 1980).

11.1.1.5. OTROS TIPOS CELULARES

Ademas de los tipos celulares anteriormente descritos, en la leche de los

rumiantes pueden encontrarse otros tipos de células (SCHALM et al., 1971):

e Grandes células escamosas. Solo han sido citadas por un pequefio nimero
de autores. Estas células, de forma irregular, son las mayores encontradas en
extensiones de leche, pues median de 25 a 55 um. En peliculas tefiidas con la
tincion de Leishman, el citoplasma aparece de color gris y de aspecto
granular, conteniendo, en ocasiones, una cantidad variable de bacterias. El
nucleo estd intensamente tefiido, es pequefio (de 6 a 7 wm), esférico, eliptico o
irregular y contiene una cromatina granular. S6lo se consiguieron observar en
un porcentaje pequefio de las muestras de leche normal.

e Eritrocitos. Se han visto a menudo en preparaciones de sedimentos de
leche centrifugada. Se tifien como en las extensiones de sangre, pudiendo
aparecer ligeramente deformados. Se presentan aislados o en pequefios
grupos.

e Corpusculos o cuerpos calostrales. Son grandes células con un nucleo

pequefio y un citoplasma lleno de gotas de grasa de diferentes tamafios. Se
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piensa que puedan ser células descamadas o degeneradas, o bien células

linfoides fagociticas o leucocitos.

[1.1.2. RESPUESTA CELULAR EN LA MASTITIS

Segun lo indicado por LEE y OUTTERIDGE (1981), en la leche no infectada de
vaca y en la glandula mamaria sana de ovejas secas y en lactacion, los macréfagos
constituyen el tipo celular mas importante que persiste a lo largo del ciclo lactacional.
La alta concentraciéon de PMN en el calostro bovino (LEE et al., 1980) y en la
secrecion de la mama ovina al inicio de su involucion es solamente un fenomeno
transitorio, pues estas células disminuyen en nimero durante la lactacién y dentro del
periodo involutivo.

Cuando una glandula mamaria es infectada por un patdégeno, el RCS se
incrementa drasticamente, y los porcentajes de cada tipo de ellas sufren fuertes
variaciones. Asi, en el calostro, el incremento de los RCS se traduce en una elevacion
logaritmica del porcentaje de PMN, mientras que para los otros tipos celulares se
observa una disminucién potencial del porcentaje de células degeneradas, de
linfocitos y de macréfagos (GONZALO et al., 1988). Como indican estos autores, las
células degeneradas constituyen el tipo celular predominante del calostro cuando los
RCS totales son inferiores a 700 x 10° cél./ml, mientras que, por encima de este valor,
los PMN representan la categoria mas frecuente, en consonancia con LEE y
OUTTERIDGE (1981), quienes, utilizando la microscopia electrénica, evidenciaron que
el tipo celular predominante en el calostro ovino fueron los PMN (41-84%), seguidos
por macréfagos (8-49%) y linfocitos (6-11%). Las células plasmaticas estuvieron
presentes en un porcentaje muy bajo (1-2%). La aparicion de células epiteliales de los
conductos fue rara, y no se observaron células secretoras. En consonancia con un alto
porcentaje de células degeneradas en este tipo de secrecion, resefiado por GONZALO et
al. (1988), LEE y OUTTERIDGE (1981) también encontraron restos celulares, material
membranoso y otro tipo de fragmentos (WOODING et al., 1977) procedentes del
epitelio secretor.

Por lo que se refiere a la leche, las experiencias de diversos autores en leche
de oveja (GONZALO y GAUDIOSO, 1985; LEE y OUTTERIDGE, 1981) demuestran que,

en la leche procedente de glandulas sanas, el macrofago es el tipo celular

17



/. 1. Las células somadticas de la leche

predominante (46-84%), delante de los PMN (2-28%) y de los linfocitos (11-20%);
sin embargo, en leche de cabras no infectadas o con RCS bajos (DULIN ef al., 1983a;
DULIN et al., 1983b; ROTA et al., 1993), el PMN (52-57%) es mas frecuente que el
macrofago (19-34%) y que el linfocito (11-14%). Las células epiteliales son
raramente observadas en la leche de ambas especies, mientras que las células
plasmaticas sélo aparecen en el calostro. Al originarse una infeccion, los PMN son
atraidos a la mama, y su porcentaje en la leche se eleva de forma rapida -mas que en
el caso del calostro (GONZALO et al., 1988)- en detrimento de los macrofagos y
linfocitos (DULIN et al., 1983b; ROTA ef al., 1993). Por ejemplo, en la oveja Churra,
la Figura II.1 muestra la evolucion de la concentracion de PMN, linfocitos y
macrofagos de la leche a medida que el RCS total aumenta. Por encima de 200 x 10°
cél./ml, mas del 50% de ellas son ya PMN, y este porcentaje rebasa el 90% del total
celular por encima de 3 x 10° cél./ml (GoNzALO y GAUDIOSO, 1985). Ello confirma el
papel preponderante de los PMN en el desarrollo de la reaccion inflamatoria de la
ubre (DULIN et al., 1983b; LE GALL y PLOMMET, 1965; POUTREL y RAINARD, 1982),
en tanto que los macréfagos no participarian en la misma, a pesar de su funcion
eminentemente fagocitaria (LEE y OUTTERIDGE, 1981), siendo mas bien indicadores
de un oOptimo estado sanitario de la mama (GONZALO y GAUDIOSO, 1985). Esta
situacidn parece casi la misma a la observada en vacas (JASPER, 1980), pero contrasta
con la referida a cabras, donde el elevado porcentaje de PMN presentes en la leche de
glandulas sanas sugiere una especificidad menor de este tipo de células contra la
infeccion. Concretamente en esta especie, los PMN se incrementan como
consecuencia de la infeccion desde el 45 al 72% en las primeras semanas de lactacion
y desde el 74 al 86% al final de la misma (DULIN ef al., 1983b).

Desde un punto de vista comparativo, y debido al hecho de que los PMN se
elevan de forma mas acentuada en la leche que en el calostro, GONZALO ef al. (1988)
han indicado que tendria que haber una diferencia de criterios a la hora de interpretar
la respuesta fisiopatoldgica de la ubre en funcion de la concentracion celular del
calostro y de la leche, pues los PMN calostrales tendrian mdas bien un papel
fagocitario de restos nucleares, gotas de grasa y fragmentos apicales de células
epiteliales secretoras (LEE y OUTTERIDGE, 1981) y, por tanto, no serian indicadores, al
menos dentro de ciertos limites (hasta las 700 x 10 cél/ml), de una reaccién

inflamatoria de la ubre, como ocurre en el caso de la leche.
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Figura II.1. Lineas de regresion y coeficientes de correlacion (r) de las
concentraciones de los principales tipos celulares de la leche en funcion del RCS total
en la leche de oveja Churra en mitad de lactacion (GONZALO y GAUDIOSO, 1985)

Segun sefialan GONZALO et al. (1988), las células degeneradas y/o dificiles de
clasificar, que adquirian una maxima importancia en el calostro, presentan un interés
escaso en la leche, pues en ningliin caso alcanzan el 10% de participacion en el
conjunto total de células, lo cual, si bien estd en desacuerdo con los resultados de
SCHALM ef al. (1971), que encuentran un 18-25% de células degeneradas en la leche
de vaca, concuerda con LEE y OUTTERIDGE (1981) y GONZALO y GAUDIOSO (1985) en
leche de oveja.

19



/. 1. Las células somadticas de la leche

Como ya hemos visto, el mecanismo por el cual se produce este incremento
del RCS en Ia leche, en caso de infeccion, parece muy similar en la oveja y en la
vaca. La secuencia de hechos en una respuesta inflamatoria localizada es la siguiente,
segun AMORENA ef al. (1992): el agente causal (toxina o bacteria) genera mediadores
preinflamatorios, los cuales afectan a la circulacion local abriendo las uniones
interendoteliales y produciendo la subsiguiente exudacion de plasma, con la aparicion
de un edema. Estos mediadores también activan a los PMN sanguineos y al endotelio,
incrementando su afinidad mutua y permitiendo que los PMN se marginen del flujo
sanguineo para atravesar las paredes del endotelio. Tras la extravasacion, estos PMN
se mueven hacia el agente causal siguiendo un gradiente de concentracion del mismo
o de otro mediador preinflamatorio. Los PMN son los primeros leucocitos que migran
al lugar de la infeccion, pero en estadios mas avanzados del proceso inflamatorio
también lo hacen los fagocitos mononucleados, los linfocitos y las plaquetas. Los
PMN pueden, a su vez, ampliar el proceso al liberar mediadores de la inflamacion
(DALE y FOREMAN, 1984; WILKINSON, 1984).

Tradicionalmente se pensaba que, en este punto, los leucocitos eran capaces
de forzar los complejos de union intercelular que mantienen unidas a las células
epiteliales secretoras, pasando asi a la luz alveolar. Actualmente se sabe que un
rapido transito celular al interior alveolar no se produce hasta que las células
secretoras mueren y se desprenden de la membrana basal que rodea el alveolo
(HEALD, 1985). El resultado es la formacion de puertas abiertas a la migracion
leucocitaria y a otros componentes sanguineos desde el espacio tisular perialveolar a
la leche alveolar (Figura II.2).

La causa de la muerte celular de una o varias células del epitelio secretor es
incierta, si bien estas pérdidas resultan en una disminucién del potencial secretor
mamario, pues no pueden ser reemplazadas hasta el periodo seco entre lactaciones.
Por tanto, la medida de las células somaticas en la leche es tanto un método indirecto
-pero sensible y especifico- para detectar la inflamacion de la ubre, como una
herramienta para estimar las pérdidas del potencial productivo debidas a las mastitis
subclinicas. A este respecto, la relacion entre el RCS y la produccion lechera ha sido
estudiada tanto en el ganado vacuno (RENEAU, 1986) como en el ovino lechero
(GONZALO et al., 1994), permitiendo la proposicion de modelizaciones matematicas

de estimacion de pérdidas productivas en funcion del RCS individual de los arimales.
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A: leucocitos PMN llegando a un alveolo infectado.
B: creacion de poros de penetracion de los leucocitos a la luz del alveolo.
C: fagocitosis bacteriana.

Figura. I1.2. Mecanismo de migracion leucocitaria desde la sangre a la
luz alveolar (HEALD, 1985).

Debido precisamente a la significacion comentada y a la facilidad y rapidez de
procesado de las muestras mediante contadores automaticos de células, las
asociaciones de ganaderos de vacuno lechero, que persiguen una mejora de sus
rebafos, han incluido el RCS de la leche como un objetivo mas dentro del control
lechero mensual cualitativo. Al constituir el RCS un parametro de calidad higiénica y
sanitaria de la leche, se han desarrollado programas de incentivacion para el pago de
la leche de vaca a los ganaderos con bajos RCS. A través de la Directiva 92/46/CEE,

el Consejo de las Comunidades Europeas ha establecido una norma, referente al
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contenido de células somaticas, que afecta a la leche cruda de vaca en las
explotaciones de produccion o en el momento de la recepcion de la leche cruda en el
establecimiento de tratamiento o de transformacion. Sin embargo, la Unidon Europea
no ha establecido una norma semejante en el caso de la leche de oveja, debido
fundamentalmente a la escasa informacion sobre el comportamiento de esta variable
en esta especie. Por lo tanto, es necesaria una profundizacion en el conocimiento de la
misma, con el fin de brindar los elementos decisorios, tanto técnicos como cientificos,

que permitan el establecimiento de una norma para la leche cruda de oveja.

11.1.3. PRESENCIA DE PARTICULAS CITOPLASMATICAS

De forma similar a como ocurre en la leche de mujer (BROOKER, 1980), la
presencia de PC en leche de cabra (SCHALM ef al., 1971; WOODING et al., 1970) es el
resultado de la secrecion de cardcter marcadamente apocrino que tiene lugar en la
glandula mamaria de ambas especies.

Dichas particulas son grandes fragmentos de citoplasma originados a partir de
la porcion distal de las células secretoras alveolares y son similares en tamarfio (5-30
um de diametro) a los leucocitos de la leche. Contienen abundante material granular
ARN-positivo (asociado a cisternas dilatadas del reticulo endoplasmico rugoso), gran
cantidad de proteinas, algunos lipidos, pero carecen de ADN (DULIN et al., 1982b;
WOODING et al., 1970). Su frecuencia no se ve afectada ni por el grado de infeccion
intramamario ni por el estado de lactacion, aunque su numero si es significativamente
mas elevado en los animales de primera lactacion, probablemente por un efecto de
concentracion, puesto que en ellos la produccion de leche es menor (DULIN et al.,
1983b). SIERRA et al. (1996a), en estudios realizados sobre cabras de raza Murciano-
Granadina, detectaron un porcentaje de PC sobre el total celular que oscilaba
alrededor del 30%.

En leche de ganado vacuno exenta de patogenos, BROOKER (1978),
centrifugando a 1.000 x g durante 10 minutos distintas muestras lacteas, obtuvo un
sedimento que, observado al microscopio electronico, presentaba gran cantidad de
micelas de caseina y, en menor medida, también pequefios globulos grasos, nucleos
libres y vesiculas membranosas. A pesar de haber hallado también leucocitos, el

nimero de fragmentos celulares anucleados fue mayor. Estos se encontraban en todos
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los sedimentos examinados, pero habia una variacion considerable en su cantidad de
una muestra a otra, y, aunque no de forma invariable, aparecian en nimero mas
elevado en leche de repaso que en la procedente de los primeros chorros, y en la
obtenida durante las 4-6 primeras semanas de lactacion que en la de estadios
posteriores. Dichos fragmentos eran comunes en calostro preparto y posparto y
median 1-4 um a lo largo de su eje mayor; presentaban una forma muy variada y una
unidad de membrana completa a su alrededor. La membrana de uno de los lados de
cada fragmento se encontraba fuertemente replegada, originando un gran nimero de
microvellosidades que contenian una matriz citoplasmatica de densidad electronica
algo variable y cuya longitud diferia de unos fragmentos a otros. En algunas
muestras, los fragmentos se veian en pequefios grupos de 2 a 3.

El grado de conservacion estructural del citoplasma variaba en esos
fragmentos celulares bovinos, pero con frecuencia se identificaron vacuolas con
granulos electronicamente densos parecidos a micelas de caseina y pequefias
vesiculas. De igual modo, se apreciaron ocasionalmente gotas de grasa
citoplasmatica. En algunos fragmentos se distinguian claramente areas de densidad
electronica mayor, con una estructura interna marcadamente fibrilar, frecuentemente
adyacentes a la membrana y, en ocasiones, introducidas levemente dentro de las
microvellosidades marginales. También se descubrieron mayores fragmentos
citoplasmaticos sin microvellosidades y de estructura interna distinta, pero su
presencia no era constante en los sedimentos citados (BROOKER, 1978).

Estos resultados indican que tales fragmentos celulares provistos de
numerosas microvellosidades son componentes permanentes de la leche de vaca
(BROOKER, 1978) y corroboran los datos expuestos por PAAPE y TUCKER (1966), que
mostraron una mayor presencia de fragmentos con ARN en leche de repaso que en la
procedente de los primeros chorros.

Otros autores han descrito, igualmente, pequefios fragmentos citoplasmaticos
en la leche de vaca (ANDERSON ef al., 1975; LEE et al., 1980). Sin embargo, tales
fragmentos celulares difieren marcadamente en tamafio, forma y estructura interna de
los encontrados en leche de cabra (WOODING ef al., 1970). En efecto, en la leche de
cabra, la similitud entre la estructura interna de las PC y la de las células secretoras de
la glandula mamaria caprina hizo sugerir a estos autores que los fragmentos habrian
formado parte del citoplasma apical de la célula secretora y que se habrian

desprendido ante fuerzas externas, como ocurre durante la contraccion de las células
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mioepiteliales, hipotesis que queda bastante consolidada ante el hecho de que el
nimero de los citados fragmentos se incrementara después de una inyeccion de
oxitocina. Ademas, no parece que fueran células mamarias degeneradas, pues no
contenian evidencia alguna de la existencia de un nucleo y, por el contrario, si
presentaban una membrana bien conservada; tampoco parece que fueran porciones de
leucocitos, ya que su citoplasma carecia de granulos neutrofilos y de vesiculas
fagociticas.

Sin embargo, la confirmacion de un origen similar de los fragmentos celulares
en leche bovina resulta dificil, debido a su pequefio tamafio, escasez de organulos y
diferente organizacion interna, comparativamente con la de las células epiteliales de
la glandula mamaria (BROOKER, 1978). Este autor citdé la pérdida de fragmentos
citoplasmaticos por parte de las células alveolares en la glandula mamaria bovina,
pero no hay ninguna evidencia directa al microscopio electronico que haga sugerir
que dicho proceso dé lugar a fragmentos similares a los encontrados en leche. A pesar
de ello, la inclusion ocasional de lipidos enddgenos y de supuestas micelas de caseina
sugiere un origen, aunque remoto, a partir de las células secretoras de los alveolos o
de los pequefos conductos. Si esto fuese asi, la posesion de numerosas
microvellosidades requeriria alguna explicacion, porque, aunque las células
epiteliales que recubren el seno del pezon, el seno galactéforo, los conductos y los
alveolos posean microvellosidades apicales, en ninglin caso €stas son tan largas o tan
numerosas como las observadas en los fragmentos de la leche. Una posibilidad seria
que ellas aumentaran, o que se incrementara su longitud después de su separacion de
las células de procedencia. La activacion de ciertos elementos contractiles
citoplasmaticos ante un flujo de iones Ca’", resultantes de un proceso degenerativo de
la permeabilidad de la membrana, podria ser concebido como un mecanismo que

provocaria el plegamiento de la misma.
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11.2. METODOS DIRECTOS
DE RECUENTO CELULAR EN LA LECHE

11.2.1. METODO MICROSCOPICO DIRECTO

Este método fue desarrollado ya en 1910 por Prescott y Breed con el fin de
determinar el niimero de cuerpos celulares presentes en la leche. Se trata basicamente
de la extension de 0,01 ml de leche, dosificada con una pipeta especial, sobre un area
de 1 cm? dibujada en un portaobjetos. Una vez seca, tal extension es tefiida con AM,
procediéndose al recuento, con el objetivo de inmersion, de las células presentes en
un numero representativo de campos microscopicos. El resultado es expresado como
el numero de células que hay por mililitro de leche, tras la correspondiente
transformacion algebraica (SCHALM et al., 1971).

Este método, conocido comunmente como método de Breed, no ha sido
siempre uniformemente aplicado por los diferentes autores, sufriendo variaciones
derivadas de las necesidades especificas o de las limitaciones temporales de los
investigadores. Algunos de ellos lo han evaluado criticamente al existir considerables
posibilidades de error, incluso en circunstancias excepcionalmente cuidadosas, como
consecuencia de los diversos factores técnicos que pueden incidir sobre el RCS final
(PAAPE et al., 1963) y que aconsejan una escrupulosa estandarizacion del método con

el fin de poder cotejar resultados.

11.2.1.1. FACTORES DE VARIACION

Los estudios citados por SCHALM et al. (1971) pusieron de manifiesto la

necesidad esencial de establecer un procedimiento estandarizado de RCS con la
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finalidad de poder obtener resultados uniformes. Los resultados de estos estudios,

conducentes a la obtencidon de un protocolo unificado, son resumidos a continuacion:

A) Toma de muestra para la extensioén

El procedimiento seguido durante la toma de 0,01 ml de leche a partir de una
muestra de mayor volumen puede ser causa de numerosas fuentes de error del RCS.
En efecto, un numero de células variable se localiza en la capa de nata, debido, en
parte, a la opuesta carga eléctrica portada por los glébulos grasos y los leucocitos, lo
que conduce a variaciones de la concentracion celular en diferentes porciones de la
muestra de leche. En la leche fria, los racimos de globulos grasos y de células son
mayores y tienden a ascender a la superficie mas rapidamente que en la leche a
temperatura ambiente o mayor. Siempre que la concentracion de células es mas
elevada en la parte superior de la leche, como sucede en una muestra que no ha sido
agitada convenientemente, el uso del asa estandarizada para realizar la extension
podria dar lugar a RCS altos. La inversién de 3 a 5 veces de la muestra de leche no
resulta suficiente para conseguir una adecuada distribucion de las células, que se
logra tras 15 a 25 movimientos de inversion. Los movimientos deben realizarse muy
cuidadosamente, con el fin de evitar la formacidén de burbujas de aire y de espuma,
especialmente en el momento de la recogida de la alicuota, tras la homogeneizacion
de la leche. Se pueden tomar muestras de leche después de unos pocos minutos de su
agitacion, sin que haya diferencias significativas en el RCS. La temperatura de la
leche también resulta importante, ya que, si bien los RCS obtenidos a partir de leche
mantenida a temperatura ambiente o calentada a 60° C fueron similares, resultaron,
sin embargo, inferiores a los obtenidos con leche refrigerada bien homogeneizada.

Prescott y Breed utilizaron una pipeta especial para medir 0,01 ml de leche,
aunque otros autores han venido utilizando una jeringa especial o un asa de platino.
Aunque algunos estudios comparativos no traducen diferencias estadisticas en el RCS
obtenido en funcién de los tres instrumentos (BLACKBURN ef al., 1955), conviene
decir que la medicion de una cantidad exacta de leche mediante el asa de platino varia
con el angulo de incidencia y con la velocidad de retirada de la misma. A medida que
el angulo entre el asa y la superficie de la leche disminuye, se recoge un volumen
mayor, hasta el punto de que este volumen es maximo cuando la superficie plana del

asa es llevada a una posicion casi horizontal, a modo de cuchara. Por otra parte, una
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retirada del asa demasiado lenta se traduce en una pérdida de leche, pudiendo
desprenderse la extension si fuera demasiado delgada. Contrariamente, una retirada
rapida produce la retencion de una excesiva cantidad dentro del asa. De manera que,
para una extraccion optima, el asa debe ser retirada rapidamente y en una posicion

vertical con respecto a la superficie de la leche.

B) Superficie de extension

Evidentemente, las variaciones del area sobre la cual la leche es extendida
pueden originar diferencias en el RCS. Los bordes de la extension se contraen
ligeramente y se hacen mas finos durante el secado. Si bien Prescott y Breed
encontraron una distribucion celular uniforme, excepto cuando no lograban un secado
rapido, otros autores detectaron de 1,5 a 1,7 veces mas células en el tercio central que
en los otros tercios de la preparacion, lo cual fue probablemente debido a la
migracion de las células hacia el centro de la preparacion durante el secado de la
pelicula de leche. En consecuencia, para compensar esta mayor distribucion de las
células en el centro, se ha sugerido que se cuente el 60% de los campos a partir de las
areas periféricas y el 40% restante en el centro de la extension. Estos mayores
recuentos de la parte central o de aquellas porciones donde se inicia o detiene la
realizacion de la extension han sido confirmados por varios autores (SCHNEIDER y
JASPER, 1966a) y son facilmente constatables para cualquier persona que realice esta
técnica. Adicionalmente, mayores RCS fueron también obtenidos cuando se
realizaron extensiones sobre areas superiores a 1 cm®. Este aspecto es de gran interés,
pues en leches con altos contenidos en extracto seco, como la de oveja, pudiera
cometerse facilmente el error de realizar la extension sobre una mayor superficie, con
el fin de facilitar la adhesion de la misma al porta y la accidon del desengrasante; sin
embargo, el RCS resulta incrementado. Con respecto a la distribucion de las células
en extensiones secadas a temperatura ambiente o a 37° C, ésta fue similar en ambos

casos.

C) Calibracién del microscopio, factor de trabajo y numero de
células de la muestra

El diametro del campo microscopico, visto a través del objetivo de inmersion,

debe ser medido usando un portaobjetos de escala micrométrica (micrémetro
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objetivo) con divisiones de 0,1 y 0,01 mm. El area del campo es calculada usando la
formula mr®. Por ejemplo, si el didmetro es 0,16 mm (0,016 cm), el area del campo
serd 3,1416 x 0,008” = 0,0002 6 1/5.000 cm®. Como el volumen de leche extendido
sobre una superficie de 1 cm? es de 0,01 ml (1/100), el posible nimero de campos que
estan contenidos o que pueden ser contados en 1 cm? es 5.000 para el microscopio
usado en este ejemplo. El volumen de leche representado por cada campo deberia ser
1/5.000 x 1/100 = 1/500.000 ml. Por tanto, cada célula contada o vista en un campo
elegido de forma aleatoria deberia equivaler a 500.000 células/ml de leche. Esta
equivalencia es denominada factor del microscopio.

El factor de trabajo es calculado dividiendo el factor del microscopio entre el
nimero de campos que sean contados. Asi, para el microscopio que nos sirve de
ejemplo, los factores de trabajo para 10, 50, 100 y 200 campos contados serian de
50.000, 10.000, 5.000 y 2.500, respectivamente. Si, por ejemplo, se cuentan 100
campos, el numero de células por mililitro de leche seria el resultado de multiplicar el
numero total de células por un factor de trabajo de 5.000. En los analisis rutinarios de
leche, deberan contarse el nimero de células en, al menos, 25 campos, con un factor
de trabajo de 20.000, deslizando horizontalmente el portaobjetos desde un borde de la
extension hasta el opuesto, pasando por el centro. Para una mayor precision deberan
contarse otros 25 campos en sentido vertical a través de la extension, de manera
similar a la anterior (SCHALM et al., 1971).

La precision del método MD es dependiente del factor de trabajo y del numero
de células de la muestra de leche (SCHNEIDER y JASPER, 1966b). A medida que
disminuye el factor de trabajo, aumenta la precision, e igualmente, para un factor de
trabajo constante, la precision sera mayor cuanto mas elevada sea la concentracion
celular. Prescott y Breed usaron un factor de trabajo de 5.000 y encontraron una
variacion del 15% entre RCS duplicados, mientras que otros autores (SCHNEIDER y
JASPER, 1966b) refirieron mayores variaciones utilizando factores de trabajo entre
7.500 y 500.000. La eleccion del factor de trabajo debe ser funcion del ntimero
aproximado de células en la muestra y de la fiabilidad deseada. Un factor de trabajo
de 5.000 puede dar una buena estimacion del contenido celular, pero valores mayores
o menores pueden estar indicados bajo ciertas circunstancias. Un bajo factor requiere
contar un elevado nimero de campos, pero ofrece un RCS menos erréneo,
especialmente con leche de bajo contenido celular. Deberia ser deseable encontrar un

compromiso entre precision y rapidez analitica.
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D) Criterios para llevar a cabo el recuento celular

SCHNEIDER 'y JASPER (1966a) estudiaron diferentes criterios para la
determinacion de las estructuras que podrian considerarse células, llegando a

establecer los siguientes:

1. Se considera como célula todo el material tefiido que contenga mas del
50% de un nuacleo celular. Esto es también aplicable a aquellas células que

solo sean vistas de forma parcial en el margen de un campo microscépico.

2. No se contaran como células los fragmentos celulares mas pequefios y el

material citoplasmico.

3. Se contaran todas las células individuales existentes en agregados
celulares, siempre que el RCS total del campo no exceda el RCS mas elevado
obtenido en cualquiera de los otros campos sin agregados. En los campos con
agregados, el RCS no puede superar, en ningtin caso, el mayor RCS observado

en campos sin agregados.

Los RCS obtenidos mediante el método MD tienden a disminuir a medida que
aumenta la edad de la leche, debido a la pérdida de la integridad celular y a la
fragmentacion. El mayor descenso tiene lugar entre los dias 1 y 2 de almacenamiento.
Los recuentos declinan mas rapidamente en muestras con menor nimero de células
(SINGH y MARSHALL, 1966). Después de 2-3 dias, los RCS ya no son fiables porque
habria que tomar demasiadas decisiones arbitrarias para considerar a cada una de las
particulas que aparecieran como células o no. Asi, los resultados serian dificiles de
relacionar consistentemente con el RCS de la leche fresca (KROGER y JASPER, 1967).

E) Diferencias especificas y métodos de tincion

Actualmente, tal y como recoge la Norma Internacional 148A (FIL-IDF,
1995), este método ha sido perfectamente estandarizado y constituye el método de
referencia para el RCS, tanto de la leche cruda como de la leche con conservantes
quimicos. Dicha norma es bastante completa y hace referencia a la preparacion del

colorante (AM), aparataje, muestreo, procedimiento analitico, preparacién de la
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muestra a analizar, calibracion del microscopio, modo operativo, expresion de los
resultados y control de calidad. Es necesario precisar que este método de referencia,
tal y como figura en la norma, esta disefiado especificamente para leche de vaca, y su
aplicacion a la leche de oveja probablemente requerira de ciertas adaptaciones. En
efecto, apenas existe informacion sobre la influencia que el material membranoso
extracelular y las PC de la leche de oveja puedan tener en la cuantificacion del RCS
de la leche tefiida con colorantes inespecificos, como el AM. A ello se une el
diferente extracto seco de la leche de oveja comparado con el de la vaca, lo que
ocasiona problemas de adherencia de la extension de leche a la superficie del porta o,
incluso, de penetrabilidad de los colorantes.

Como ya se sefialé en la Introduccion, las experiencias previas en la leche de
cabra han sido determinantes, ya que algunos autores (DULIN et al., 1982b;
PETTERSEN, 1981; POULTREL y LERONDELLE, 1983; SHELDRAKE ef al., 1981) han
encontrado diferencias entre los RCS obtenidos, por un lado, mediante los métodos
basados en el recuento electronico de particulas o los métodos MD que usan tinciones
no-especificas (por ejemplo: el AM), que no distinguen entre células propiamente
dichas y PC, y, por otro lado, los obtenidos mediante métodos ADN-especificos, tales
como el filtrado de ADN a través de membrana, el método FOE y el método MD con
tinciones especificas de ADN y ARN -como la PVM vy la tricromica de Gallego
(CONTRERAS ef al., 1998; SIERRA et al., 1996a; SIERRA ef al., 1996b)-. Por su parte,
en la leche de vaca, la tincion PVM se tradujo en una disminucion del 50% de la
varianza del RCS comparativamente a la tincion de Wright (PAAPE et al., 1963). En
consecuencia, cabria la posibilidad de que el método de tincion se tradujera en
variaciones importantes de RCS en la leche de oveja, por lo que resulta indicado un

estudio al respecto en esta ultima especie.

[1.2.1.2. DETERMINACION DE CELULAS VIABLES EN LA LECHE

SCHALM et al. (1971) han indicado que los estudios efectuados sobre las
actividades fagociticas y bactericidas de los leucocitos en la leche han suscitado un
gran interés en aquellos aspectos relativos al papel que desempefian en los procesos
mastiticos (ver epigrafe II.1.1). Como sélo los leucocitos viables son capaces de

fagocitar y destruir las bacterias, la proporcion relativa de células viables y no-viables
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en una muestra podria tener una importante relaciéon con la significacion de un
recuento leucocitario dado. Con este fin, se ha hecho uso de varios métodos para la
deteccion de células viables en los fluidos corporales. Asimismo, se ha descrito una
tincion vital de leucocitos y bacterias en la leche mediante naranja de acridina
(STRUGGER, 1945, 46). SCHALM et al. (1971) sefialan, igualmente, la utilizacion de un
método simple y rapido para la diferenciacion de células somaticas viables y muertas
en la leche por medio de la utilizacion del colorante tripan azul, con el que las células
muertas se tifien de color azul, mientras que las viables aparecen sin coloracién, como
objetos redondos refractiles conteniendo nucleos. Sin embargo, tales tinciones no han
supuesto, hasta la fecha, una mejora efectiva con relacion a las tinciones clasicas, por

lo que su uso se reserva a un ambito experimental.

1.2.2. METODO FLUORO-OPTO-ELECTRONICO

Desde un punto de vista rutinario, es evidente que el método MD presenta
ciertas limitaciones. En consecuencia, se han buscado métodos precisos, rapidos y
menos tediosos para el RCS de la leche, entre los cuales cabe destacar el método
FOE.

Basicamente se trata de un microscopio de fluorescencia de funcionamiento
continuo, mediante el que se realiza el recuento de las células somaticas que
previamente han sido tefiidas por un colorante especifico del ADN nuclear, como es
el bromuro de etidio, con el que forma un complejo fluorescente. Una vez tefiida,
cada célula origina un pulso eléctrico al ser irradiada por un haz de luz azul, el cual es
amplificado y registrado digitalmente (SCHMIDT-MADSEN,1975).

[1.2.2.1. PRINCIPIO

Cuando ciertos colorantes son sometidos a una excitacion luminosa, sus
moléculas tienen la propiedad de emitir una radiacion cuya longitud de onda es mas
elevada que la longitud de onda de la luz absorbida: es el fendmeno denominado
fluorescencia. El colorante utilizado en el método FOE es el bromuro de etidio

(C21HyoBrN3; PM = 394,32). Cuando este colorante se mezcla con la leche, se forma
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un complejo con el ADN celular. La banda de longitud de onda utilizada para el haz
luminoso de excitacion es de 400-570 nm (luz azul), siendo la maxima absorcion del
complejo ADN-bromuro de etidio a 520 nm. La emisioén de luz fluorescente queda
limitada, con la ayuda de un filtro interferencial, a una banda de 530-700 nm (luz
roja) (GRAPPIN y JEUNET, 1974).

Una parte del colorante podria, igualmente, combinarse con los grupos fosfato
de la membrana del glébulo graso, pero el complejo formado emite la luz fluorescente
a una longitud de onda inferior (verde-amarilla) a la emitida por el complejo ADN-
colorante. Por el contrario, las bacterias que absorben el colorante emiten una luz roja
semejante a la emitida por las células somaticas; no obstante, la intensidad luminosa
emitida por dichas bacterias no puede alcanzar el mismo grado que el de las células,
salvo que se trate de agregados microbianos (GRAPPIN y JEUNET, 1974).

El RCS se realiza mediante un microscopio de funcionamiento continuo y de
haz incidente, de forma que tanto la iluminacién como la observacién del objeto
tienen lugar a través del mismo objetivo. La fuente luminosa, que es una lampara de
arco de xenon, se enfoca a través de un sistema Optico y se filtra para proporcionar
luz de excitacion azul. La luz viene reflejada mediante un espejo y se enfoca sobre el
liquido, que transcurre perpendicularmente al objetivo del microscopio. Cuando
pasan debajo de éste, las células somaticas, que han reaccionado con el colorante, son
excitadas por la luz azul y emiten, por consiguiente, fluorescencia roja, la cual es
captada por un fotomultiplicador, que transforma la sefial luminosa en una sefial
eléctrica, que se registra en un osciloscopio, en una unidad de lectura digital y, en
ciertas ocasiones, en una impresora (CASADO y GARCIA, 1986).

11.2.2.2. EQUIPOS DESARROLLADOS

Actualmente existen en el mercado numerosos aparatos que utilizan el
principio de numeracion FOE. Tal y como se observa en la Tabla II.1, los diferentes
tipos y marcas de aparatos pueden clasificarse basicamente en funcion de dos
caracteristicas técnicas, como son: el tipo de citometria, de flujo o sobre disco, y el
tipo de umbral, variable o fijo. En el primer caso, las diferencias se establecen a la
hora de efectuar el RCS sobre la pelicula de liquido preparada sobre el canto de un

disco rotatorio bajo el microscopio de fluorescencia, o bien sobre un capilar que
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obliga al transito individualizado de las células. Por lo que respecta al tipo de umbral,
los aparatos de umbral variable se diferencian de los de umbral fijo en que aquéllos
pueden adaptar el nivel discriminatorio de la ganancia de los pulsos en funcion del
grado de conservacion, de la supuesta fragmentacion celular o del “ruido de fondo™;

en definitiva, de cada muestra de leche.

Tabla II.1. Principales series de equipos que utilizan el método FOE para el RCS

Fabricante Aparato Principio Umbral
Foss Electric Fossomatic 90®  Citometria sobre disco fijo
Foss Electric Fossomatic 180®  Citometria sobre disco variable
Foss Electric Fossomatic 215®  Citometria sobre disco variable
Foss Electric Fossomatic 250®  Citometria sobre disco variable
Foss Electric Fossomatic 360®  Citometria sobre disco variable
Foss Electric Fossomatic 400®  Citometria sobre disco variable
Foss Electric Fossomatic 5000° Citometria de flujo variable

Bentley Somacount 150°® Citometria de flujo variable
Bentley Somacount 500® Citometria de flujo fijo

Aunque en alguno de los equipos (por ejemplo: el Fossomatic 90®) la
presentacion de las muestras al aparato es manual, la mayoria de ellos son
analizadores totalmente automatizados con elevadas capacidades analiticas a la hora
(180, 215, 250, 360, etc. muestras/hora). Asimismo, estos aparatos pueden operar
como equipos individuales o combinados con otros (por ejemplo: un Milko-Scan®),
lo que permite obtener una amplia informacion analitica de cada muestra en un corto

periodo de tiempo.
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[1.2.2.3. FACTORES DE VARIACION

Los principales factores de variacion referidos en la bibliografia sobre este
método de recuento son: el tipo de conservante utilizado, el método de
almacenamiento de la leche, la edad de la muestra de leche, la temperatura de analisis

y el efecto de arrastre de una muestra sobre la siguiente.

A) Conservacion de la leche

Para preservar la leche con fines analiticos rutinarios se han venido empleando
varias sustancias y formulas (ARDO, 1982; DUNHAM ef al., 1978; NG-KWAI-HANG y
HAYES, 1982; SANDHU ef al., 1984; SCHMIDT-MADSEN, 1979; ZAKIR et al., 1984) que
satisfacen los requerimientos basicos, aunque las investigaciones para conseguir el
conservante ideal todavia contintan.

KROGER (1985) ha indicado que el requerimiento minimo que debe cumplir un
conservante quimico adecuado para muestras de leche es que asegure la estabilidad
de la muestra, es decir, que asegure que dicha muestra mantenga su composicion
original desde el momento del ordefio hasta el momento del andlisis, y que la
sustancia no afecte al resultado del procedimiento analitico. Otros requerimientos

son:

e Actividad de amplio espectro. Cuanto mayor sea el espectro de accion,
mayor sera su utilidad; por ello, deberia ser efectivo contra todo tipo de

microorganismos que pudieran aparecer.

e Niveles inhibitorios minimos. El conservante deberia ser efectivo a bajas
concentraciones en la leche para minimizar tanto la dilucién de la muestra
como el coste de la conservacion, asi como para facilitar los procedimientos

de manejo.

e Elevada solubilidad en agua. Dado que el porcentaje medio de agua
presente en la leche es del 87%, es imprescindible que el conservante tenga la
capacidad de actuar alli donde se encuentren los microorganismos, como, por
ejemplo, la fase acuosa; ademas, aseguraria una facil disolucion sin necesidad

de una agitacion excesiva.
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e [Estabilidad. Debe ser estable bajo condiciones de almacenamiento.
e Presencia de color. Una cualidad deseable de la leche conservada es que
esté provista de color, entre otros motivos, por razones de seguridad, derivada

de su facil identificacion.

e Compatibilidad. Un buen conservante deberia ser tan efectivo en leche de
tanque como en leche individual y ser adecuado tanto para muestras ricas en

grasa como para las que contienen un porcentaje bajo de la misma.

e Vida util apropiada. Tendria que ser efectivo durante un periodo
razonablemente largo de tiempo, en razén de los imponderables que pudieran

dilatar el procesado analitico.

e Baja toxicidad. No debe ser alergénico ni exhibir toxicidad demostrable
hacia los manipuladores. Ademads, sus imprescincibles propiedades biocidas

no deberian constituir un riesgo para el medio ambiente.

e Bajo coste. La forma solida -en tabletas o en polvo, por ejemplo- es
preferible a la forma liquida, debido a la dificultad inherente de manejo de

liquidos y a la mayor precision a la hora de dosificar los so6lidos.

Los principales conservantes que se han venido utilizando en la leche son los
siguientes (KROGER, 1985):

Peroxido de hidrégeno
Es el conservante tradicionalmente empleado para inhibir la proliferacion
microbiana y la alteracion de la leche. No obstante, debido a su efectividad

relativamente poco duradera y al hecho de ser liquido, no resulta adecuado.

Cloruro mercurico

Es un sublimado corrosivo. Fue aprobado en los Estados Unidos como
conservante de muestras de leche cruda. A menudo se vendia en forma de tabletas
que contenian, ademas, otros agentes oxidantes. Hacia el final de los afios sesenta su
uso fue interrumpido a causa de la evidencia de que constituia un peligro ambiental.
Aparte de eso, su relativamente elevada toxicidad lo convierte en un riesgo laboral.
Ademas, su poder corrosivo contribuye al deterioro del material en los laboratorios de

analisis instrumental.
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Formaldehido

Es un liquido cuyo empleo ha llevado a resultados erroneos cuando se hacian
determinaciones lacteas de proteinas; por ello, ha sido refutado como un conservante
efectivo en la leche.

Dicromato potasico

Después de la prohibicion del cloruro mercurico, el dicromato potésico fue
adoptado como el conservante preferido. Presenta un color rojo-anaranjado brillante
debido a la formacion del ion dicromato (Cr;O7). No es higroscopico ni
delicuescente. Tiene un amplio nimero de usos industriales, siendo empleado en
Farmacia como un agente oxidante (MERCK & Co., INC., 1976).

Aunque ha sido evaluado mediante diferentes pruebas laboratoriales y de
campo, ocasionalmente puede resultar problematico. Su estructura molecular contiene
cromo VI, que es un conocido irritante capaz de ocasionar, en algunas personas,
rinitis, hemorragia nasal y ulceraciones en la mucosa nasal (NATIONAL INSTITUTE FOR
OCCUPATIONAL SAFETY AND HEALTH, 1975). Es también un potente sensibilizante a
dermatitis alérgicas, habiéndose registrado varios grados de eczema en personas

expuestas al cromo VI.

Azida sodica

Este conservante ha recibido bastante atenciéon con vistas a reemplazar al
dicromato potasico. Segun varios estudios, es muy efectivo estabilizando las muestras
de leche para la determinacion de su contenido en grasa y proteina por distintos
métodos. Sin embargo, el mayor problema asociado con este compuesto quimico es
su capacidad de reaccionar con metales en los sistemas de efluentes, dando lugar a

explosiones espontaneas.

Bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol)

Es un compuesto quimico usado en la industria cosmética y que ya ha sido
valorado como conservante de la leche (ARDO, 1979), habiéndose comprobado que
una disolucién del 0,05% de bronopol no resulta irritante ni causa tampoco
sensibilizacién en la piel humana. No obstante, su coste es de los mas elevados entre

los conservantes apropiados.
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Otros tipos de conservacion

Entre otras sustancias también mencionadas en la bibliografia tenemos: el
West Agro-Chemical Tablet® (KROGER, 1985) y el acido borico (FIL-IDF, 1995;
HAMANN et al., 1991). Por otra parte, también se ha usado una combinacion de
conservacion quimica y tratamiento con el calor de las muestras, concretamente para
la elaboracion de patrones y muestras de referencia (SZIJARTO y BARNUM, 1984) para
el control de calidad de los laboratorios.

En un estudio realizado por SCHMIDT-MADSEN (1979), comparando los RCS
en alicuotas sin y con conservante, este autor observd que, en muestras no
preservadas almacenadas a 5° C, los RCS obtenidos con el método FOE se
incrementaron un 100% durante las primeras 24 horas posrecogida, un 5% en las 24
horas siguientes, para permanecer mas o menos estables hasta, al menos, 80 horas
posrecogida. Tras su preservacion con dicromato potasico, los RCS se incrementaron
mas rapidamente, de manera que la estabilidad se alcanzé en torno a las 5-8 horas
posteriores a la adicion del conservante. Los RCS medios en las muestras preservadas
fueron aproximadamente un 10% superiores a los de la leche fresca. Estas diferencias
causadas por la adicion o no de conservante también han sido constatadas en otros
trabajos (COLEMAN y Moss 1989) y, si bien parecen poco importantes en la
evaluacion de muestras individuales, podrian convertirse en un poblema no
despreciable cuando lo que se comparan son diferencias entre regiones o paises o
cuando se utilizan para la calibracion de los contadores automatizados de RCS
(GONZALO et al., 1998). A estos hechos se une la posibilidad de que los diferentes
tipos de conservantes afecten de forma desigual al RCS final de la leche (BERTRAND,
1996; LEE et al., 1986), o bien desaconsejen su utilizacion. Asi, la preservacion con
formalina imposibilitd el RCS por el método FOE (SCHMIDT-MADSEN, 1975).

La utilizacion del calor como conservante también ha sido considerada por
SCHMIDT-MADSEN (1979), quien encontrd que la preservacion de la leche por
calentamiento en baflo Maria a 90° C durante 5 minutos no tuvo efectos significativos
sobre el RCS de las muestras preservadas, pero increment6 el RCS de las muestras

sin conservante.
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B) Método de almacenamiento y edad de la muestra de leche

BERTRAND ef al. (1990) analizan conjuntamente los efectos del envase de
transporte de la leche y de la edad de la misma sobre el RCS, encontrando diferencias
estadisticas en ambos factores de variacion. Sin embargo, en un trabajo posterior el

efecto del envase no fue significativo (BERTRAND, 1996).

Tabla I1.2. RCS (x 10*/ml) de la leche cisternal y alveolar en funcion del método de
almacenamiento, segiin GONZALO et al. (1993)

Fresca Refrigerada Congelada
Leche cisternal 125° 110° 82¢
Leche alveolar 201° 192° 145°

2] etras en la misma fila difieren p < 0,05.

Tabla IL3. RCS (x 10*/ml) medios en funcién de la edad de la muestra y del método
de almacenamiento de la muestra de leche, seguin GONZALO et al. (1993)

RCS x 10°/ml Refrigeracién Congelacién
1d 3d 5d 7d | 1d 7d  15d

Leche cisternal 116° 115° 110°  100° | 84® 78* 85

Leche residual 204° 196® 192° 176° | 148 140 147

2] etras en la misma fila difieren p <0,05; d: dia.

En la leche de oveja, tanto el método de almacenamiento como la edad de la
leche influenciaron significativamente (P< 0,001) el RCS; concretamente, el método
de almacenamiento explico entre el 11,3 y el 12,3% de la varianza del logaritmo del
RCS, mientras que la varianza explicada por la edad de la muestra de leche fue del

1,2%. La influencia del método de almacenamiento de la leche se observa en la Tabla
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I1.2. Asi, la congelacion, aunque esté limitada a 24 horas, determina una reduccion
significativa del RCS tanto en la leche de oveja (GONZALO ef al., 1993) como en la de
vaca (BARKEMA et al, 1997). Esto puede ser de importancia en estudios
bacteriologicos, donde la congelacion de las muestras de leche se usa con alguna
frecuencia.

Al mismo tiempo, el efecto de la edad de la leche, tanto en refrigeraciéon como
en congelacion, puede apreciarse en la Tabla I1.3, con descensos del 14% desde el dia

1 hasta el 7, en condiciones de refrigeracion, y del 28 al 34%, en caso de congelacion.

C) Temperatura de analisis

La informacidn bibliografica sobre el efecto de la temperatura de analisis de la
muestra de leche sobre el RCS se limita a la referencia de MILLER ef al. (1986),
quienes encuentran, en muestras no preservadas e incubadas a 60° C durante 15
minutos antes del contaje, mayores RCS que a la temperatura habitual de 40° C,
probablemente debido a una mayor permeabilidad de la membrana celular al

colorante fluorescente (bromuro de etidio) a aquella temperatura.

D) Efecto de arrastre entre muestras

El efecto de arrastre entre muestras de muy diferentes recuentos presentd el
valor del 2%, en leche de vaca (SCHMIDT-MADSEN, 1975), y del 0,5%, en leche de
oveja (GONZALO et al., 1993), si bien tales variaciones carecen de importancia desde

el punto de vista practico.

11.2.3. METODO DE RECUENTO ELECTRONICO DE PARTICULAS
11.2.3.1. PRINCIPIO

El método REP se basa en el mismo principio que el recuento automatico de
hematies en las preparaciones sanguineas. Este método esta disefiado para contar y
clasificar, segin su tamafio, las particulas microscopicas que se encuentran en

suspension en un electrolito, mediante el principio de recuento por variaciéon de
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resistencia eléctrica cuando la dilucion de leche es forzada a pasar por un orificio
previamente calibrado. Con anterioridad al procesado de la muestra, se hace necesario
un profundo desnatado de la leche para evitar la contabilizaciéon de los gldbulos
grasos (PHIPPS y NEWBOULD, 1966). En efecto, el principal problema estriba en el
tratamiento de la muestra de leche con el fin de que las células sean las tunicas
particulas, dentro del rango de tamafio establecido, que permanezcan en la
suspension. Los globulos grasos de la leche presentan un didmetro que oscila entre 1
y 15 um, solapandose y confundiéndose, por lo tanto, con las células. La eliminacién
de las particulas grasas puede conseguirse bien por centrifugacion, o bien por
tratamiento quimico. Ambos métodos de preparacion para el REP han sido descritos
por PHIPPS y NEWBOULD (1966). Actualmente, tras los estudios de PHIPPS (1968) y de
PEARSON ef al. (1970), el método quimico, basado en la adicion de una mezcla
emulsionante electrolitica, resulta preferencial debido a sus mayores ventajas
practicas y econémicas y a su superior fidelidad. A titulo de ejemplo, sobre la base de
17.710 resultados analiticos, este método de recuento explicd el 98,57% de la
variacion total, mientras que el 1,43% restante fue imputable a errores del método
(0,86%) y a la falta de homogeneidad de la distribucion celular en la leche (0,57%).

La presencia de bacterias no parece tener consecuencias sobre el RCS final, ya
que su tamafio se encuentra por debajo del menor umbral utilizado para el RCS. Cada
célula (particula) de la muestra de leche produce un pulso eléctrico a través del poro
de calibrado. El instrumento ofrece directamente el numero de células somaticas en
miles por mililitro. En la leche de vaca el contador electronico de células proporciona
estimaciones muy precisas y altamente repetibles en un corto periodo de tiempo. Este
método se encuentra en estos momentos perfectamente estandarizado para la leche de
vaca en la Norma Internacional 148 A (FIL-IDF, 1995).

11.2.3.2. EQUIPOS DESARROLLADOS

Para la realizacion del RCS por este procedimiento se han desarrollado varios
equipos, entre los que destacan: el contador Coulter modelo ZF®, el contador
automatico Milk Cell Counter® (CASADO y GARcia, 1986) y el contador Coulter

modelo TA®, que comentamos brevemente a continuacion:
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e Contador Coulter modelo ZF®. Es un contador semiautomatico no
desarrollado especificamente con este fin, siendo apto también para trabajos
de hematologia, asi como para granulometria de particulas inorganicas.
Permite el recuento y clasificacion de cualquier corpuisculo de diametro
comprendido entre 0,5 y 500 um a una velocidad de hasta 5.000 revoluciones
por segundo.

e Contador Coulter modelo TA®. Ha sido empleado para la identificacién
de tipos celulares y sera comentado mas adelante (epigrafe 11.5.2).

e Milk Cell Counter®. Es un aparato totalmente automatico, disefiado para
el recuento en serie de células somaticas en la leche. Permite diluir, incubar y
contar las células que se han preparado utilizando los reactivos estandar
Somafix® y Somaton®. La capacidad del RCS es de 210 muestras por hora. El
resultado se presenta en forma digital y puede grabarse directamente en la

terminal de un sistema de tratamiento de datos.

11.2.3.3. FACTORES DE VARIACION

Los factores de variacion del método REP participan, en parte, de un caracter
de exclusividad derivado del propio principio que sustenta el RCS en este método, de
manera que, en vez de nucleos tefiidos con colorantes méas o menos especificos, como
era el caso de los dos métodos anteriores, nos encontramos, en esta ocasion, con
particulas de un tamafio predeterminado que deben desplazar su propio volumen al
pasar por un orificio situado entre dos electrodos y que compiten en este empefio con

gldbulos grasos de un tamario similar.

A) Factores vinculados al procesado de las muestras

En el comienzo de la utilizacion de este método, y particularmente en el caso
de la utilizacion de la centrifugacion para la eliminacion de los globulos grasos,
fueron descritos diversos factores de variacion del RCS en funcion de la velocidad y
tiempo de centrifugaciéon de la leche, dilucién de la muestra de leche para su

centrifugacion, temperatura de centrifugacion, tratamiento o no con silicona de los
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tubos de la centrifuga, modo de redispersion de los depositos celulares, etc.
Actualmente, el método (basado en la dispersion quimica y térmica de las particulas
grasas) esta perfectamente estandarizado por la Norma Internacional 148A (FIL-IDF,
1995).

B) Dilucion de la leche en la solucion emulsionante

Segun esta ultima técnica, 0,1 ml de la muestra fijada son tranferidos a un
tubo de ensayo para ser completada hasta 10 ml con la mezcla electrolitica
emulsionante, de donde resulta una dilucién final entre la muestra y el Somaton® del
1:100. No obstante, en caso de muestras de leche alveolar o de repaso, algunos
autores incrementan dicha dilucion al 1:500 en razoén del mayor contenido graso de
este tipo de leche (MILLER ef al., 1986). Aunque este aspecto resulta de especial
interés de cara a la estandarizacion de la técnica en la leche de oveja, de elevado
contenido graso, apenas existen estudios que incidan sobre las posibles diferencias de
RCS vinculadas al contenido graso y a la dilucién final de la leche en este método
(DULIN ef al., 1982b).

C) Edad y almacenamiento de la leche

Una de las principales causas de variacion sefialadas dentro de este apartado
es, a diferencia de los dos métodos anteriores, el incremento gradual del RCS en
muestras de leche almacenadas durante 7 dias a 4° C, segun se aprecia en la Tabla
11.4.

Tabla II.4. Variaciones del RCS con la edad de la muestra a 4° C por el método REP,
segun PHIPPS y NEWBOULD (1966)

Dias postordeiio 0 1 2 5 7
RCS x 10°/ml 74.1 76,1 77.8 77.3 80,0
DE 53 4,9 3,9 3.3 2,5

DE: desviacion estandar.
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Este incremento gradual, atribuible a una mayor fragmentacion celular, es
relativamente pequefio (<10%) y coincide con bajas desviaciones estandar que

disminuyen, curiosamente, con el paso del tiempo.

11.2.4. METODO DEL RECUENTO DE PARTICULAS POR ANALISIS DE
FLUJO CONTINUO

En este método (RPAFC), el RCS es llevado a cabo por un contador 6ptico de
particulas, después de la eliminacion de los gldébulos grasos del mismo rango de
tamafio que las células somaticas y de la calibracion mediante suspensiones de
leucocitos de diferentes concentraciones (CASADO y GARCiA, 1986).

Las células somaticas presentes en la leche se fijan con una solucion colorante
de formaldehido, que contiene eosina para colorear la muestra fijada. Después de
haber mezclado todo adecuadamente, se incuba a temperatura ambiente durante unas
veinticuatro horas. La muestra debe analizarse inmediatamente tras la incubacion o,
en caso contrario, puede conservarse refrigerada (4-8° C) durante un maximo de 48
horas (CASADO y GARCiA, 1986). Cabe sefialar que una fijacion rapida es posible,
pero solamente en el caso de muestras muy frescas con una contaminacion
insignificante de bacterias. En este caso concreto, en lugar de la incubacién de 24
horas a temperatura ambiente, seria suficiente calentar las muestras en un bafio de
agua a 55° C durante 45-60 minutos (HEESCHEN, 1975).

Una vez asi tratada, la muestra de leche se diluye con una disolucion
electrolito-emulsionante y se segmenta con burbujas de aire. Tras una mezcla
cuidadosa, se vuelve a diluir de nuevo con la citada solucion electrolito-emulsionante
con el fin de obtener una dilucion final de 1:88. Se vuelve a agitar todo y se mantiene
en un bafo a 80° C durante 10 minutos para conseguir dispersar los globulos grasos y
desintegrar los agregados celulares. De este modo, el citoplasma de las células es
destruido y exclusivamente los nucleos fijados son contados (HEESCHEN, 1975).

Después del calentamiento, la muestra preparada se pasa a través de la cubeta
de flujo del contador. El haz luminoso dirigido a la cubeta es dispersado por las
particulas presentes y la cantidad de luz dispersada se mide por una fotocélula. La

cantidad de luz dispersada es proporcional al nimero de células somaticas de la leche.
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El resultado del RCS (en miles por mililitro) es transferido a un registrador o a una
impresora.

El RCS por este método se realiza mediante el equipo del sistema Auto-
Analyzer I1°, el cual estd constituido por los siguientes modulos colocados en serie:
distribuidor de muestras con agitador, bomba suministradora, cartucho analitico, bafio
caliente, contador de células y registrador. Su capacidad analitica es,
aproximadamente, de 60 muestras a la hora (CASADO y GARCIA, 1986).

11.2.5. FILTRADO DE ADN A TRAVES DE MEMBRANA

El filtrado de ADN es un método colorimétrico para la mediciéon del ADN
total de una cantidad determinada de leche (DULIN ef al., 1982b).

El procedimiento es relativamente sencillo. Primeramente se mezclan 2,5 ml
de la muestra de leche con 20 ml de una disolucion en caliente que contiene el
detergente Triton X-100® (0,1% v/v), para dispersar los globulos grasos, y EDTA
(4,5 g/1), para dispersar las micelas de caseina. El conjunto se hace pasar a través de
un filtro de membrana de acetato de celulosa de 3 a 5 um de diametro de poro,
quedando las células somaticas retenidas en dicho filtro. Después de lavar la
membrana con 1-2 ml de NaCl al 0,9% con el fin de eliminar las trazas del detergente
que pudieran haber quedado y que interferirian con el analisis, se coloca el filtro en
un tubo y se afiaden 5 ml del reactivo coloreado, cuya composicion lleva una parte de
HCI 5N, dos partes de agua y una parte de 0,06% de indol. Los tubos se incuban a 90
°C durante 25 minutos, tiempo durante el cual el indol reacciona con la desoxirribosa
del ADN hidrolizado para dar lugar a un producto con una absorbancia maxima a 490
nm. Posteriormente se enfrian a temperatura ambiente por inmersion en un bafio de
agua con el fin de detener dicha reaccion. A continuacion, se mide la densidad optica
de la disolucion en una cubeta de 1 cm de ancho, a esa longitud de onda citada, para
determinar la absorbancia de la disolucion resultante, de la que habrd que sustraer la
correspondiente a un filtro blanco (BREMEL et al.,1977).

Este método requiere equipos relativamente sencillos y puede llevarse a cabo
tanto en muestras conservadas como sin conservar (HUTJENS ef al., 1970; WARD y
ScHULTZ, 1973).
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11.3 METODOS INDIRECTOS
DE RECUENTO CELULAR EN LA LECHE

[1.3.1. TEST DE WHITESIDE MODIFICADO

Varios autores dieron esta denominacion a un método que consistia en la
modificacion de un experimento que anteriormente se habia realizado en 1939.
Bésicamente dicho método consiste en depositar cinco gotas de leche fria en el centro
de una placa de vidrio, afiadiéndose, a continuacion, una gota de hidréxido sodico al
4%. Se agita vigorosamente la mezcla con una varilla, a la vez que se esparce en
forma de mancha circular de aproximadamente 3 cm de didmetro durante unos 20
segundos. En el caso de leche mastitica, se forma una masa viscosa que termina
rompiéndose en grumos blancos bafiados en un liquido translicido de fondo. Cuando
este test se realiza en leche templada en buenas condiciones de conservacion,
conviene afladir 2 gotas de hidroxido sdédico a las 5 de leche con el fin de obtener
mejores resultados. Esta prueba es aplicable a leche de cuarteron, leche completa de
ubre y leche de tanque (SCHALM et al., 1971).

Los estudios llevados a cabo sobre la naturaleza de la reaccion de Whiteside
han demostrado claramente que las células sométicas en buen estado son necesarias
para que aquélla tenga lugar. El proceso sucede en dos fases, y en €l se encuentran
implicadas las células somdticas, como acabamos de sefialar, y la grasa. Una
explicacion que se ha dado como base de la reaccidon es que el acido nucleico
formaria una sal sdédica en presencia del NaOH, origindndose una masa gelatinosa
sobre la cual serian adsorbidos los sélidos del suero y los globulos grasos,
apareciendo, entonces, el precipitado caracteristico de la segunda fase. El proceso es
gradual y proporcional a la concentracion celular, de manera que pueden evidenciarse

cinco posibles grados de reaccidn, en funcidon del espesamiento y coagulacion de la
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mezcla (Figura I1.3). El calentamiento de la leche o la adicion de un conservante,
como formalina, cloruro mercurico o dicromato potasico, anulan la reactividad de la

leche mastitica con el hidroxido sodico.

SCHALM y GRAY (1954) compararon el test de Whiteside modificado con el
RCS total en leche de vaca. Estos autores afirmaron que los PMN a una
concentracién de 200 x 10°/ml o mas se encontraron en el 3% de las leches con
reaccion negativa, en el 33% de las leches con reaccion traza, en el 87% de las leches
con reaccion 1+ y en el 98% de las leches con reaccion 2+. Con respecto al nimero
total de células somaticas, el 85,1% de las reacciones 1+ y el 99,7% de las 2+ o mas

intensas se hallaron en muestras de leche con un RCS superior a 500 x 10*/ml.

[1.3.2. TEST DE CALIFORNIA

El test de California, California Mastitis Test (CMT), descrito por SCHALM et
al. en 1971, se basa en la formacion de floculos por la interaccion entre un reactivo y
los nucleos celulares. Es una prueba utilizada para el diagnostico de mastitis
subclinicas en la propia explotacion y, aunque no es muy precisa, si puede dar al
ganadero una idea bastante aproximada del estado sanitario de las ubres de los
animales.

En el reactivo se encuentra un agente surfactante anidnico, generalmente el
alquilarilsulfonato, que reacciona con la leche mastitica, dando lugar a una reaccion
cuya intensidad se puede correlacionar con el numero de células somaticas. Esta
reaccion varia desde un ligero limo, que desaparece con un movimiento continuado,
hasta la formacion de un persistente gel viscoso. La disolucion de alquilarilsulfonato
presenta la mayor sensibilidad a pH 7 ¢ ligeramente superior. Un colorante indicador
(purpura de bromocresol a la concentracion de 1:10.000), incorporado al reactivo,
cambia hacia un parpura mas profundo a medida que el pH de la leche se incrementa
con la mastitis. La reaccion del color es especialmente util para conocer qué

cuarterones mamarios han sufrido depresion en su actividad secretora.
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Figura I1.3. Grados de reaccion al test de Whiteside, seglin SCHALM

y GRAY (1954):

+

1+

2+

3+

4+

La mezcla permanece opaca y libre de particulas.

No hay reaccion aparente durante la agitacion de la mezcla,
pero con una inspeccion mas cuidadosa se pudieron apreciar
finalmente particulas dispersas.

Tiene lugar un espesamiento definido durante la agitacion, con
una pequefia o nula tendencia de la masa a adherirse a la
varilla; si se continua agitando, la mezcla se separa en suero
lacteo y particulas blancas.

La mezcla se espesa casi tan pronto como comienza la
agitacion; el codgulo sigue a la varilla y, finalmente, se separa
en un suero claro y en formas blancas y filamentosas.

Se forma inmediatamente una masa consistente que se adhiere
a la varilla; si se contintia agitando, se separa en el suero y en
un material filamentoso, agrupado y opaco.

Aparicién de un codgulo consistente con pequefia o nula
tendencia a descomponerse en suero y material particulado.
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Para la realizacion de esta prueba se usan unas paletas de color blanco con 2
(ovejas y cabras) ¢ 4 (vacas) pocillos, en los cuales se vierten aproximadamente 2 ml
de leche y un volumen aproximadamente igual del reactivo. La mezcla se agita
suavemente mediante un movimiento circular. La reaccion se desarrolla casi
inmediatamente cuando se trata de leche con una alta concentracion de células
somaticas. El punto algido de la reaccion se obtiene en 10 segundos, momento en el
que se debe valorar, ya que las reacciones débiles tienden a decolorarse si continda la
agitacion. En la Tabla II.5 se puede observar la correspondencia entre el grado de
reaccion de la prueba y el nimero de leucocitos PMN en leche de oveja.

Diversas investigaciones desarrolladas para conocer la naturaleza de esta
reaccion han llegado a la conclusion de que el principio activo que la desencadena en
la leche mastitica es el ADN procedente de los nucleos de las células somaticas
(CARROLL y SCHALM, 1962), las cuales se rompen por accioén del reactivo, con la

subsiguiente liberacion del ADN.

Tabla I1.5. Interpretacion del CMT en leche de oveja, segin SCHALM et al. (1971)

Grado de Descripcion Rango de PMN Media de

reaccion (x 10°/ml) PMN
(x 10°/ml)

Negativa Sin cambios o con una granulacion 0-310 30

ligera que desaparece rapidamente
Traza  Limo ligero 0-520 200
1 Limo fuerte 200-2.800 900

2 Limo o gel semiliquido que forma un  1.144-4.800 2.800
pico central o que se mueve en masa
cuando se agita la paleta

3 Gel fuerte que forma una masa convexa 1.250-17.000 9.500
y se adhiere a la parte inferior del pocillo
+ Leche mas oscura y alcalina
++ Color purpura profundo. Alta alcalinidad
y avanzada depresion de la secrecion
lactea
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Ha habido diversas modificaciones al CMT, como el test de Brabante, el test

de Wisconsin y otras, que seguidamente pasamos a comentar.

[1.3.3. TEST DE BRABANTE

Este test ha sido descrito igualmente por SCHALM ef al. (1971). Fue puesto a
punto en leche de vaca en los afios 60. Basicamente es un procedimiento

automatizado que permite analizar varios miles de muestras de leche por hora.

Figura I1.4. Embudo usado en el test de
Brabante. A = leche normal; B = leche
mastitica

Su principio consiste en determinar el tiempo, en segundos, requerido para
que un volumen conocido de leche y otro conocido de reactivo (similar al del CMT)
fluyan juntos desde un pequefio embudo a través de un tubo capilar de 1,3 mm de

didmetro y 2 cm de largo. La viscosidad desarrollada en la leche mastitica provoca
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una reduccion del flujo de la mezcla leche-reactivo por dicho capilar (Figura 11.4). En

la Tabla I1.6 se muestran las equivalencias entre ese tiempo y el numero de células.

Tabla I1.6. Interpretacion del test de Brabante, segun SCHALM et al. (1971)

Tiempo (segundos) RCS (x 103/ml)
<5 250
5-10 800
> 10 10°

[1.3.4. TEST DE WISCONSIN

Este método es una modificacion del test de Brabante y fue disefiado para
leche de tanque. Emplea el mismo reactivo que el CMT, diluido 1:1 con agua
destilada. Tiene la ventaja respecto al test de Whiteside y al CMT de que los
resultados son medidos de forma objetiva con una regla milimetrada. Los resultados
de este método presentan una buena correlacion con la raiz cuadrada del RCS llevado
a cabo mediante MD (THOMPSON y POSTLE, 1964).

Para la realizacion del test de Wisconsin se dispone de tubos de plastico de
12,5 x 125 mm, con un orificio lateral a 65 mm de la base y con tapones provistos de
un orificio central de 1,15 mm. Estos tubos se disponen en una gradilla de aluminio
en dos filas de 10 cada una. Una jeringa automatica deposita 2 ml de leche y 2 ml del
reactivo en cada uno de dichos tubos. Posteriormente se tapan y se balancean
suavemente 10 veces durante 10 segundos para que se produzca la mezcla,
manteniéndolos casi en posicion horizontal y con el orificio lateral hacia arriba con el
fin de que no haya pérdidas de fluido. A continuacion, los tubos se dejan en posicion
vertical durante 20-30 segundos y, pasado este tiempo, se invierte la gradilla con el
fin de que salga la mezcla a través del orificio central de los tapones durante 15

segundos. El volumen de fluido que caiga dependera del grado de viscosidad
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resultante de la reaccidn entre el reactivo y el nimero de células somaticas presentes
en la leche. Al cabo de esos 15 segundos, se vuelve a colocar la gradilla en su
posicion original y se esperan 2 ¢ 3 minutos para permitir que se desprenda todo el
fluido adherido a las paredes. La altura del fluido que ha quedado en el tubo se
expresa en milimetros. Una columna de fluido de menos de 10 mm indicara un RCS
considerablemente menor que 500 x 10° cél./ml de leche. Una columna de 20 mm
implicara un RCS de 500 x 10° a 900 x 10° cél./ml. Las columnas de més de 20 mm
se relacionaran con RCS mayores que 10° cél./ml (KROGER y JASPER, 1967).

[1.3.5. OTRAS MODIFICACIONES AL TEST DE CALIFORNIA

SCHALM et al. (1971) han citado las siguientes:

o Test de Calidad de la Leche. Esencialmente es igual que el CMT, pero
utilizando el colorante AM en lugar de parpura de bromocresol. Proporciona
una reaccion idéntica con las células somaticas, pero no evalua el pH de la

leche mediante el cambio de color.

e Test de Michigan. El reactivo que lleva es una combinacion de detergente

y alcali.

[1.3.6. TEST DE LA CATALASA

La catalasa es una enzima que se encuentra en las células de animales y
plantas. Si bien su contenido en leche normal es bajo, salvo al comienzo y al final de
la lactacion, se incrementa de forma evidente en los procesos mastiticos, de tal
manera que la medida de su actividad fue uno de los primeros métodos de laboratorio
empleados para la determinacion indirecta de la concentracion de células somaticas
en la leche.

El fundamento de esta prueba se basa en que dicha enzima libera oxigeno

molecular a partir del peroxido de hidrégeno:

2H,0, + catalasa — O, T + 2H,0
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El oxigeno libre es recogido en un tubo de fermentacion de Smith o en un
dispositivo determinado durante un periodo concreto. Este gas desplazard a un
volumen igual de leche, y la cantidad del oxigeno se medira con una escala graduada

0 con un gasometro.

Tabla II.7. Porcentaje de gas y RCS en el test de la catalasa, segin SCHALM et al.
(1971)

0,% RCS ( x 10*/ml)
<20 <500
20-30 500-1.000
30-40 1.000-2.000

> 40 >2.000

Cuando se usa un tubo de fermentacion de Smith, el brazo vertical del mismo
se rellena con una mezcla formada por 5 ml de una disolucioén al 1% de H,O, y 15 ml
de leche. Después de una incubacion de 3 horas a temperatura ambiente o a 37° C, el

volumen de gas acumulado se mide y expresa en porcentaje (Figura IL.5).

O 10 2040

Figura IL.5. Test de la catalasa, llevado a cabo en tubos de
fermentacion de Smith, con un porcentaje de gas que va
desde el 0 hasta el 40%
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La leche de glandulas normales produce, generalmente, menos de un 10% de
gas. Este test puede ser llevado a cabo en un tubo de 20 ml de capacidad, con la
abertura cerrada mediante el empleo de un tapon de goma en el que se habra
incrustado previamente un tubo de vidrio doblado en forma de S, a través del cual la
leche es desplazada a medida que se acumula el gas. Dicho tubo debe mantenerse en
posicion vertical durante toda la incubacion (SCHALM et al., 1971).

Para la evaluacion del test de la catalasa en leche individual de vaca se deberia
tener en cuenta que, de forma normal, tiene lugar una liberacion elevada de gas en los

siguientes momentos:

a) Durante un periodo variable después del parto.
b) Cuando hay una baja produccidn, por cualquier causa, durante la lactacion.

¢) Durante la lactacion tardia y comienzo de la involucién mamaria.

Este test es mas adecuado para comprobar la calidad de la leche de tanque que
para la leche individual de vaca. Los resultados de su empleo en tanque han llevado a
sugerir las relaciones entre el porcentaje de gas y el numero de células somaticas por

mililitro que figuran en la Tabla I1.7.
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I.4. COMPARACION ENTRE
METODOS DE RECUENTO CELULAR

En un trabajo comparativo de los RCS obtenidos de muestras de leche de vaca
de buena calidad higiénica y bacterioldgica mediante la aplicacion de los métodos
MD, FOE y REP, SCHMIDT-MADSEN (1975) encontr6, en general, una buena
concordancia entre métodos (Tabla I1.8), si bien deben resefiarse que los dos
electronicos ofrecieron resultados ligeramente superiores a los del método MD en las
muestras de bajos RCS. Igualmente, en las muestras con mas de 1,5-2 x 10° cél./ml,
el método REP tuvo RCS sustancialmente mas bajos que el método MD; para este

rango de valores, la mayor precision se obtuvo entre los recuentos MD y FOE.

Tabla I1.8. Comparacién entre los métodos FOE, MD (factor de trabajo 10%) y REP en
un total de 674 muestras de leche individual de vaca, segiin SCHMIDT-MADSEN (1975)

Media (x) Media (y) Coeficiente de Regresion
(x 10° cél./ml) (x 10° cél./ml) correlacién y=bx+a
+ ES
MD (606) FOE (632) 0,974 £ 0,0020 y=0,924 x + 72.300
MD (606) REP (536) 0,955 £ 0,0034 y=0,724 x + 96.500
REP (536) FOE (632) 0,981 £0,0015 y=1,228 x - 25.200

ES: error estandar.

54



/. Revision bibliogrdafica

La repetibilidad o reproductibilidad de una misma muestra, cuando es contada
varias veces con el mismo método, se puede estimar mediante el coeficiente de
variacion de muestras con diferentes niveles de RCS. En este sentido, la
reproductibilidad del método FOE, con coeficientes de variacion del 2-5%, resultd
comparable a la del REP (2-7%) y considerablemente mejor que la del método MD
(7-28%), segun los trabajos de HEESCHEN (1975), PEARSON et al. (1970) y SCHMIDT-
MADSEN (1975).

Los coeficientes de correlacion entre métodos (r) y, mas concretamente, los
coeficientes de determinacion (r*) nos informan sobre el porcentaje de varianza entre
muestras que podra ser explicada por uno u otro método indistintamente. Asi, un
coeficiente de correlacion de 0,978 entre los métodos REP y FOE significa que el
96% de la variacion entre muestras de uno de ellos puede ser explicado por el otro
método, o bien que el 4% residual puede ser atribuido a errores de medicion
(HEESCHEN, 1975). La Tabla I1.9 muestra la relacion establecida entre los principales
métodos de estimacion del RCS en leche de vaca, asi como la precision entre los
mismos. En conjunto, podemos resumir que los diferentes métodos automatizados de
RCS en leche de vaca ofrecen resultados precisos, comparables y repetibles.

Sin embargo, no faltan autores que detectan algunas incongruencias entre los
métodos MD y FOE y el método REP de recuento de particulas. En efecto, HILL ef al.
(1982) informan sobre RCS de leche de tanque de un rebafio bovino,
significativamente superiores cuando son obtenidos por el método REP que cuando la
determinacion se realiza por el método FOE o por MD. En dichas muestras fueron
encontradas particulas, en forma de esferas colapsadas, formadas por agregados de
micelas de caseina de tamafio similar al de las células, y que serian responsables de
RCS falsamente elevados (Tabla I1.10). Estos autores vinculan la produccion de estas
particulas a un fenomeno de cavitacion de la bomba de vacio. El calentamiento previo
de la leche a 55° C durante 15 minutos antes de su fijacion hizo desaparecer
completamente el problema.

WRIGHT y PEARSON (1969) encontraron una buena correlacion entre la MD y
el REP (r = 0,944-0,978), semejante a la sefialada por PEARSON et al. en 1970 (r =
0,930-0,966). Estos mismos autores, comparando el CMT vy el test de Brabante con el
REP, obtuvieron unos coeficientes de correlacion de 0,817, para el primero, y de

0,987, para el segundo.
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Tabla I1.9. Coeficientes de correlacion entre los métodos MD, REP, RPAFC y FOE
en la leche de vaca (n = 88), segin HEESCHEN (1975)

Método Réplica MD FOE RPAFC REP  Media
geométrica
2 1 2 1 2 1 2 (x 10°/ml)
REP 1 0,955 0955 0978 0979 0979 0,979 0,992 184
2 0,949 0955 00978 0981 0,977 0,977 180
RPAFC 1 0,971 0,966 00985 0,986 0,993 180
2 0,969 0,967 0,988 0,988 184
FOE 1 0,970 0,962 0,995 138
2 0,962 0,965 137
MD 1 0,949 144
2 167

Tabla I1.10. RCS (x 10*/ml) obtenidos por diferentes métodos en 4 muestras de leche
recogidas en una granja de ganado vacuno lechero (HILL ef al., 1982)

Método de recuento Muestra

1 2 3 4a 4b
REP (fijacion normal con 637 830 687 929 166
formalina)
REP (leche calentada a 55°C 105 304 179 153 158
antes de la fijacion)
MD 70 400 205 190 ND
Método FOE ND 317 172 ND ND

4a: leche normal de tanque; 4b: leche de mezcla de primeros chorros de leche evitando la
maquina de ordefio; ND: no disponible.
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En otro trabajo realizado también en leche de vaca (MILLER et al., 1986),
fueron comparados los métodos FOE y REP, hallandose que este ultimo daba lugar a
RCS mas elevados que el FOE tanto para la leche cisternal como para la leche de
repaso, aunque solo hubo diferencias significativas en la leche de repaso (700.521
versus 570.033 cél./ml). Ello es interesante porque es, en este punto, donde el REP
encuentra su limitacion. En efecto, debido a que el RCS llevado a cabo mediante el
método REP no es ADN-especifico, los elevados valores encontrados son causados,
probablemente, por el recuento de fragmentos celulares y agregados proteicos de la
leche final del ordefio.

POULTREL y LERONDELLE (1983) encontraron unos valores medios del RCS
en leche de cabras con glandulas no infectadas mucho mas elevados (1.404 x 10°
cél./ml) cuando se estimaron con el método REP que cuando fueron analizados por el
método FOE (614 x 10° cél./ml), lo que evidencia la inadecuacion del método REP a
la leche de esta especie. Adicionalmente, estos autores encontraron coeficientes de
correlacion de 0,74, 0,71 y 0,65 entre los métodos REP y FOE, CMT y FOE, y CMT
y REP, respectivamente.

En la leche de esta misma especie, DULIN ef al. (1982b) comparan varios de
los métodos que son usados rutinariamente para la estimacion del RCS en leche de
vaca, con el fin de determinar cudles de ellos son los mas precisos para el RCS de
aquella especie (Tabla II.11), concluyendo que no hay diferencias significativas entre
el filtrado de ADN, la MD con PVM vy el método FOE, todos ellos especificos de
ADN. El Test de Wisconsin, que también es ADN-especifico, no difiere
significativamente del método FOE. El resto de métodos proporciona valores
significativamente mas elevados.

En la leche de oveja, estudios recientes demuestran que el método FOE
presenta una adecuada precision y repetibilidad cuando es contrastado con el método
MD con una tincion especifica de células sanguineas, como es la MGG. El
coeficiente de correlacion del logaritmo del RCS entre ambos métodos fue de 0,986.
La repetibilidad o reproductibilidad del método FOE en la leche de oveja vario desde
el 2.8%, para RCS de 12.100 x 10° cél./ml, hasta el 10,0%, para RCS de 46 x 10°
cél./ml (GONZALO et al., 1993).

En la leche de esta misma especie, algunos autores han comparado el método
REP, bien con el método MD (KEISLER et al., 1992; ROGUINSKY, 1974), o bien con el
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FOE (GREEN, 1984). Los coeficientes de correlacion obtenidos entre métodos fueron
altos (de 0,910 a 0,997).

Tabla II.11. Comparacion de métodos de estimacion de células somaticas en leche de
cabra (DULIN et al., 1982b)

Método RCS (x 10*/ml)
Filtrado de ADN 303*
MD con PVM, células solamente 3407
Método FOE 365™
Test de Winconsin 494
Método REP, dilucion 1:500 644
Método REP, dilucion 1:100 675"
MD con la tincion de Levowitz-Weber 7924
MD con PVM, células + PC 887

*>¢Medias con las mismas letras no difieren para p < 0,05.

Sin embargo, todos estos estudios no aportan informaciones adicionales que
sean de interés de cara a la validez del método REP sobre la repetibilidad del mismo,
ni sobre el grado de precision de las medias de RCS obtenidas por los diferentes
métodos, ni tampoco sobre la linea de regresion, por lo que esta informacion
inconcluyente impide un pronunciamiento favorable sobre la definitiva validez del
método REP en la leche de oveja.
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IDENTIFICACION DE LOS TIPOS CELULARES

El recuento diferencial de células somaticas en la leche constituye una
herramienta diagnodstica esencial en la investigacion de la mastitis en el ganado
bovino (DULIN et al., 1982a), de ahi que durante cierto tiempo, o por determinados
autores, hayan tenido interés, y lo sigan teniendo, los procedimientos que permiten

obtener la férmula celular de la leche.

1.5.1. METODO MICROSCOPICO

El método MD de identificacion celular resulta el mas adecuado para
diferenciar los diferentes tipos o categorias celulares sobre la base de criterios
morfoldgicos y afinidades tintoriales de las mismas (DULIN et al., 1982a; GONZALO y
GAUDIOSO, 1985; GONZALO et al., 1988; SCHALM et al., 1971; THIEULIN y
VUILLAUME, 1967).

En este sentido, DULIN et al. (1982a) indicaron que el método de la extension
directa es similar a la técnica empleada en sangre. Para llevarla a cabo, se deposita
una gota de leche y otra de tripticasa-caldo de soja (TSB), que facilita la adherencia
de las células al portaobjetos, en el extremo de un portaobjetos limpio. La mezcla se
extiende uniformemente sobre la superficie mediante un cubreobjetos con un angulo
de aproximado de 30°. Esta pelicula se deja secar al aire y, posteriormente, se tifie con
un colorante de Wright modificado.

Sin embargo, estos mismos autores afirmaron que esta técnica presenta
algunos problemas, como una distribucion de leucocitos desigual. Asi, las células

grandes, particularmente los PMN, se concentraran en las margenes, mientras que los
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linfocitos permaneceran principalmente en la porcidon central de la pelicula. Por otra
parte, tanto la morfologia como la capacidad tintorial de los leucocitos podrian verse
alteradas durante la realizacién de la extension debido a dafio o lisis celular y a
interferencias de los globulos grasos con el colorante. Ademas de todo ello, cuando se
preparan extensiones directas a partir de leche procedente de glandulas no infectadas,
con RCS bajos (menos de 200 x 10° cél./ml), resulta dificil encontrar suficientes
células para proceder a un RCS diferencial exacto (SCHALM et al., 1971).

Por estas razones, DULIN et al. (1982a) sefialan la conveniencia de utilizar la
técnica de la centrifuga cyfospin, que ha sido adaptada a estudios de células en
diversos fluidos bioldgicos. Esta técnica da lugar a una distribucion uniforme de las
células sobre un area circular de 6 mm de didmetro sobre el portaobjetos y con escasa
lisis celular. La densidad de la suspension de células también se puede incrementar
para muestras que contengan un bajo RCS.

Para realizar el recuento diferencial por el método de la centrifuga cytospin, se
afiaden 8 ml de tampdn fosfato salino (PBS) y 1 ml de leche a un tubo, que se
centrifuga a 180 x g durante 10 minutos a 5° C; después, se elimina el sobrenadante,
dejando 0,5 ml del mismo. Con un bastoncillo de algodén se limpian los restos de
grasa que hayan quedado adheridos a las paredes. A los tubos que no presenten un
sedimento visible se les afiadirdn 0,2 ml de TSB; a aquéllos en los que dicho
sedimento sea evidente se les afiadiran 2 ml de PBS y 0,2 ml de TSB. A continuacion,
el sedimento se resuspende y se toman 0,2 ml, los cuales se depositan en la cadmara
cytospin, donde se centrifugan durante 10 minutos a 225 x g. Con posterioridad y una
vez que la pelicula se haya secado al aire, se tifie del mismo modo que por el
procedimiento de extension directa (DULIN ef al., 1982a).

La técnica de la centrifuga cyfospin es particularmente util para el recuento
diferencial de muestras con bajo RCS. Ademas, la concentracion de células somaticas
lograda mediante este método ahorra un tiempo considerable a la hora de llevar a
cabo dicho recuento diferencial (DULIN ef al., 1982a).

11.5.2. METODO DE RECUENTO ELECTRONICO DE PARTICULAS

Algunos autores preconizan la utilizacién de una adaptacion del método REP,

como sucede en el contador Coulter modelo TA® o “canalizador”, que permite
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clasificar los diversos tipos celulares en 16 grupos o canales en funcién de su
volumen celular, posibilitando la realizacion de histogramas de frecuencias celulares
(Figura I1.6).
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Figura I1.6. Histograma mostrando una distribucion del volumen
celular

La imagen de estos histogramas resulta diferente para las muestras
procedentes de las mamas sanas y de las infectadas, como consecuencia de los
cambios celulares ocurridos durante la inflamacion. Este método se ha utilizado tanto
en leche de vaca (HOARE et al., 1980) como de cabra (SHELDRAKE et al., 1981; SMITH
y ROGUINSKY, 1977). En leche de vaca, HOARE et al. (1982) indican que este método
permite identificar a las particulas no-celulares como tales, evitando asi los RCS
falsamente elevados obtenidos por el método REP simple. En cabra, y para un barrido
de 5 a 180 ;,Lm3 de volumen de particulas, se observa una mayor frecuencia de
distribucion celular entre 65y 100 um3 en la leche de mamas infectadas, mientras que
las glandulas sanas presentan un volumen celular menor de 50 um3. Sin embargo, esta
técnica tiene algunos inconvenientes importantes, como son la existencia de

solapamientos de diferentes tipos celulares de igual tamafio, asi como su discreto
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valor predictivo del estado de infeccién de la mama, circunstancias que limitan la
aplicacion de este método de identificacion y valoracion de los diferentes tipos

celulares.

El recuento paralelo del ntimero total de células por mililitro, por cualquiera
de las técnicas descritas con anterioridad (MD, REP o FOE), permitiria determinar la

concentracion especifica de cada tipo celular.
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Ya hemos visto la importancia que, sobre el RCS, tienen los factores de
variacion analiticos y de conservacion en cada uno de los diferentes métodos de RCS.
Sin embargo, la estandarizacion del RCS no afecta Unicamente a los procesos de
preparacion y procesado analitico de la muestra, sino también a la calibracidn,
evaluacion y ajuste del propio aparato utilizado para su determinacion. El objetivo de
los procedimientos de control de calidad consiste en garantizar la mejor adecuacion
posible entre la variable analizada por el método laboratorial rutinario y el método de
referencia o valor real de una muestra concreta. La inadecuacidén puede ser debida a
errores fortuitos ocurridos en el momento de las determinaciones individuales, o bien
a errores sistematicos o acumulados debidos, por ejemplo, a una calibracion
incorrecta de los instrumentos de medida. En funcién de su ambito de actuacidn, el
control de calidad puede ser intra o interlaboratorios, segun sean uno o varios los
laboratorios implicados en el mismo.

La necesidad de garantizar la precision y homogeneidad de resultados entre
laboratorios constituye el objetivo principal de la Norma Internacional 135B (FIL-
IDF, 1991), sobre las caracteristicas de fidelidad de los métodos analiticos, el disefio
de un protocolo de accién en los estudios de colaboracion entre laboratorios y los
analisis estadisticos sobre la variabilidad de los resultados de andlisis tanto en cada
laboratorio (repetibilidad) como entre laboratorios (reproductibilidad). En este
sentido, el control de calidad de los métodos e instrumentos de RCS constituye un
interesante y necesario apartado con vistas a evaluar los rendimientos relativos de
cada método, dentro del propio laboratorio y en ensayos comparativos entre
diferentes laboratorios, tal y como sefiala la Norma Internacional 148A (FIL-IDF,

1995), especificamente para la variable que estamos comentando.
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[1.6.1. TESTS COMPARATIVOS

Por lo que respecta a dichos ensayos comparativos, €stos se vienen realizando
actualmente de forma periddica entre los laboratorios interesados, si bien el primer
test comparativo realizado en Europa data de 1975 y fue organizado por HEESCHEN.
Este autor fue el primero en sefialar la necesidad de estandarizar los procedimientos
de RCS mediante la realizacion de un control de calidad estadistico basado en
patrones de referencia de RCS conocido y, al mismo tiempo, en tests comparativos.
Mediante la utilizacion de suspensiones estandar de particulas (células), el primer test
comparativo fue realizado entre 12 laboratorios de seis paises europeos. Todos los
laboratorios participantes recibieron suspensiones patron de células con contenidos
extremadamente bajos, medios y altos en orden a estandarizar su procedimiento de
RCS. El nimero de preparaciones independientes distribuidas entre los laboratorios
fue de 10, las cuales fueron enviadas por duplicado y contadas, asimismo, por
duplicado por los procedimientos electronicos de cada laboratorio. El método MD
sirvi6 como referencia. Para una media geométrica de 378 x 10° cél./ml, los
resultados pueden resumirse de la siguiente forma: la desviacion entre muestras
duplicadas fue del 6,5%; las preparaciones independientes mostraron una desviacion
del 7%; la desviacién entre los RCS duplicados oscil6 en torno al 5,5%; la desviacion
entre las medias geométricas de cada laboratorio y la media geométrica del
laboratorio de referencia fue del 1,5%. Finalmente, la desviacion entre la media
geométrica de todos los RCS de los laboratorios participantes y la media geométrica
de los RCS efectuados por el método MD de referencia fue del 1,4% (por ejemplo:
una desviacion absoluta de 5.222 ¢él./ml para un valor medio de 378 x 10° cél./ml).

En los momentos actuales, dicho autor sigue informando de los resultados de
los tests comparativos entre laboratorios en materia de RCS de leche de vaca
(HEESCHEN, 1994).

[1.6.2. PATRONES DE REFERENCIA DE RECUENTO CONOCIDO

La realizacion de tests comparativos pone claramente de manifiesto que la
utilizacion de patrones estandar ha producido un considerable incremento de la

fiabilidad de los resultados entre los laboratorios y el recuento MD. En efecto, si bien
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el método MD constituye siempre el método de referencia con el que constrastar
cualquier procedimiento electrdnico, seria muy util poder disponer de patrones de
RCS conocido para la evaluacion y estandarizacion de todo el proceso de recuento,
cualquiera que sea el aparato utilizado. Actualmente se vienen utilizando patrones
estandar de referencia para el RCS en leche de vaca, que cubren la gama comprendida
entre 200 y 800 x 10° cél./ml. Tales patrones son usados ampliamente para la
realizacion de controles rutinarios en los laboratorios de RCS, asi como en ensayos
comparativos entre laboratorios (HEESCHEN, 1975; HEESCHEN, 1994). Igualmente, se
han venido estudiando distintas formas de preparacion de los mismos, que aseguren al
maximo su estabilidad (VERMUNT ef al., 1995). Sin embargo, y aunque tales patrones
de referencia pueden ser utilizados por los laboratorios dedicados al RCS de la leche
de oveja y cabra, desde nuestro punto de vista deberia ser posible el uso de muestras
de referencia elaboradas especificamente a partir de la leche de estas especies. Un
aspecto adicional viene derivado de la elevada respuesta celular desarrollada en estas
especies frente a las infecciones subclinicas, por lo que seria deseable, ademas, cubrir

un rango mas amplio que el anteriormente citado para la leche de vaca.

11.6.3. ENSAYOS ENTRE LABORATORIOS DE ANALISIS DE LECHE
DE OVEJA'Y CABRA

En el momento actual, y dentro del Proyecto Europeo de Investigacion FAIR
1 CT 95-0881 (titulado: Estrategias de control en granja del recuento de células
somdticas en leche de oveja y cabra), nuestro grupo de investigacion participa en un
ensayo comparativo que incluye a mas de 33 laboratorios europeos, entre adscritos y
no adscritos a dicho Proyecto. Los resultados parciales, tras un afio de envio
sistemdtico de patrones de referencia y de muestras problema, son, en cierta forma,
sorprendentes, pues son relativamente pocos los laboratorios que cumplen
estrictamente los requisitos exigidos por las normas internacionales en cuanto a
precision y repetibilidad de sus aparatos. Una de las consecuencias mas directas que
se puede extraer de lo anteriormente comentado es la obligada utilizacion rutinaria de
patrones de concentracion conocida, la cual resulta indispensable para garantizar la
calidad analitica de los laboratorios. En efecto, hasta el momento presente el servicio
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técnico de los aparatos de recuento automatizado no dispone de patrones de referencia
validos, lo que impide garantizar una auténtica calidad de servicio, al desconocerse el
grado de precision alcanzado tras la revision o reparacion efectuada.

Cada laboratorio participante recibe 10 muestras problema para un rango
comprendido entre 50 x 10* y 1.800 x 10° cél./ml, que son analizadas por duplicado,
remitiendo los resultados al laboratorio coordinador. Tras el analisis estadistico de los
mismos, la informacién enviada por el laboratorio coordinador a cada laboratorio

participante, en cada uno de los ensayos, es basicamente la siguiente:

e C(lasificacion cualitativa de los laboratorios en funciéon de la evaluacion
individual de los mismos.
e Repetibilidad o desviaciones entre réplicas de los laboratorios.
e Medias de las réplicas de cada laboratorio.
e Desviacion entre las medias de los laboratorios y los patrones de referencia
(precision).
e Evaluacion de la calibracion mediante regresion lineal.
e Evaluacién individual de los laboratorios.
e Histogramas de:
* Repetibilidad de los laboratorios.
* Repetibilidad del método para todos los laboratorios y muestras.

% Distribucion de los errores sistematicos de los laboratorios.

Esta informacion permite evaluar rigurosamente el rendimiento del laboratorio
de RCS, a la vez que detectar posibles anomalias de los aparatos utilizados, que
deberan ser corregidas para garantizar la calidad analitica y la reproductibilidad y
precision de los resultados, lo cual resulta indispensable para cualquier laboratorio de

investigacion o de control lechero.
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I1I.T. EXPERIENCIA I:

Comparacién de los métodos microscopico y fluoro-opto-electrénico
de recuento de células somaticas y estudio de la influencia de las
condiciones de conservacion, temperatura de almacenamiento, edad de la
muestra y temperatura de analisis sobre el método fluoro-opto-electrénico
en la leche de oveja

[11.1.1. DISENO EXPERIMENTAL

Un total de 80 muestras individuales de 250 ml de leche de oveja, con un
amplio rango de RCS que vario desde 10 x 10° hasta 20 x 10° cél./ml, fueron
recogidas de ovejas procedentes de explotaciones proximas a la Facultad de
Veterinaria de Ledn y transportadas inmediatamente al laboratorio de control lechero
del Departamento de Produccion Animal I de dicha Universidad.

Después de reservar, por cada muestra, una alicuota de 3 ml para el analisis
por MD, cada una de las 80 muestras se dividio en 80 alicuotas de 3 ml cada una,

subdivididas en 4 grupos de 20, en funcion del conservante utilizado:

e A 20 no se les afiadié conservante.

e A 20 se les afiadié dicromato potasico (Panreac®) a una concentracién de
0,1 g/100 ml de leche.

e A 20 se les afiadié azidiol' hasta obtener una concentracién final de azida
sodica en leche de 0,024 g/100 ml.

'Preparacién del conservante azidiol: se disolvieron 1,5 g de cloranfenicol (Merck®)
en 10 ml de etanol (Merck®). A dicha disolucion se afiadieron 600 ml de agua desionizada y,
a continuacion, 36 g de azida sodica (Merck®). Para estabilizar el valor de pH se adicionaron
45 g de citrato trisodico-5,5-hidrato (Merck®™). Se mantuvo en agitacion en bafio Maria a 50°
C hasta la perfecta disolucion de los reactivos. Por ultimo, se afiadieron 0,35 g de azul de
bromofenol (Merck®), completando la disolucién total con agua desionizada hasta enrasar a
1.000 ml. Una agitacion final permitié la completa preparacion del conservante.
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e A las 20 restantes se les afnadid bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-

propanediol) (Sigma®) a una concentracién de 0,05 g/100 ml de leche.

A su vez, en cada grupo de 20 alicuotas, 10 fueron conservadas a temperatura
ambiente, y las otras 10, a temperatura de refrigeracion (4° C). En cada lote de 10,
cada una de las alicuotas se correspondié con cada una de las 10 edades analiticas
siguientes: 3 horas, 6 horas, 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 7 dias y 9
dias posrecogida. Para cada una de estas edades, tanto las alicuotas conservadas a
temperatura ambiente como las mantenidas en refrigeracion fueron analizadas por
duplicado, tanto a 40° como a 60° C, por el método FOE (Tabla III.1).

Las 80 alicuotas inicialmente reservadas se analizaron por el método MD
dentro de las 6 horas posrecogida. Para ello, en tres portaobjetos se realizaron 6
extensiones de 0,01 ml de leche cada una (2 por cada portaobjetos), de las que dos se
tifieron con AM; otras dos, con MGG, y las dos restantes, con la tincion PVM,

siguiendo la metodologia analitica que se describe a continuacion.

111.1.2. METODOLOGIA ANALITICA

[11.1.2.1. RECUENTO DE CELULAS SOMATICAS MEDIANTE EL METODO
MICROSCOPICO DIRECTO

Tanto para la preparacion de las peliculas de leche como para realizar el RCS,
se siguieron los procedimientos oficiales recomendados por la Norma Internacional
148A (FIL-IDF, 1995), ligeramente modificados y adaptados a la leche de oveja, de

la manera que se detalla a continuacion.
A) Extension y tincidén de las muestras

Dentro de las 6 horas siguientes a su recogida, cada muestra de leche se
calent6 en un bafio Maria a 40° C y posteriormente se agitdé cuidadosamente hasta que
se enfrio a temperatura ambiente. Para cada extension se tomaron 0,01 ml con una
microjeringa Hamilton” (Microliter™ Syringes) de 25 ul de capacidad y con un 2%
de tolerancia maxima a 20° C. Este volumen exacto de leche se deposité con sumo

cuidado sobre una superficie de 1 cm? (20 mm x 5 mm), previamente dibujada sobre

68



‘eInjesodwia) :, I, (SeIOY (Y SBIP :P ‘SQUOIIBAIISqO ()(9°ST = SedI[daua T X sisijeue dp seanjerddwd) 7 X sejondife (8 X selaao (g

D609 4607 ouapiosod pg £ pL “PS “Py PE PT UPT UTI U9 UE (D ob) UQIOBIOBLYDI ] € 0]
[odouoiq uod (g
D.094,0r  oudproisod p £ pL °PS ‘Pt “PE “PT UPT UCT Y9 “UE (D 007) wRIqUE T B (]
D4094,07  ouopioisod pg A pL ‘PS ‘Pt “PE PT UPT UTT Y9 UE (D of) UQIOBIDFLIAI T B (]
[OTpIZE U0D ()T
D4094,07  ouspioisod pg £ pL °PS ‘Pt “PE “PT UKT UTT ‘Y9 “UE (D 607) Auerquie . e 0]
D.094,07  oudpioisod pg £ pL ‘PS ‘Pt “PE PT UPT UTT Y9 YE (D of) UQIOBIDTLIAI T € (]
0915830d 0JBWOIIIP UOD ()T
D4094,07  ouspioisod pg £ pL °PS ‘Pt “PE “PT UKT UTT ‘Y9 “UE (D 607) Auerquie . e 0]
D.094,0r  oudpioisod pe £ pL ‘PS ‘Pt “PE PT UPT UCT Y9 YE (D ob) UQIORINTLYAT [ B O]
QJUBAISSUOD UTS ()T
D.094,07  oudpioisod pe £ pL °PS ‘Pt “PE “PT UPT UCT ‘Y9 “UE (D 007) wRIqUE T B (]
sisijeue 1. pepd 0)JUdIWRUIIBUIY UOQIIBAIISUO))

(Jux €) eajsonu/sejondife (8

(Jux S7) sepeaaysanu seloao g

‘[eyudwLIddXd owdsI(] “T°III BIqe.L



/. 1. Experiencia /

un portaobjetos Poly-Prep™ de Sigma Diagnostics®, tratado con poli-L-lisina para
incrementar la adherencia de la pelicula de leche. La leche se extendidé con un asa
acodada de forma que quedara toda la superficie cubierta, ajustandonos a los limites
del rectangulo. Se dejo secar al aire durante toda la noche, resguardandola del polvo,
y, transcurrido ese tiempo, se procedio a la tincidon de las extensiones, siguiendo los

protocolos que se incluyen mas adelante.

B) Calibracion del microscopio

El didametro del campo microscopico se midié mediante un portaobjetos
graduado micrométricamente, resultando ser de 0,185 mm. Esto nos permitié conocer
el area de cada campo, el nimero de campos en la superficie de 1 cm? (100 mm?), el
nimero de células en los 0,01 ml de la extension de leche y, en consecuencia, el

numero total de células por mililitro de leche, seglin la siguiente formula:

10*x
mZ

RCS(células/ml) =

siendo r el radio, en milimetros, de un campo microscépico de inmersion, y x,
el nimero medio de células por campo.

El cociente 10%/m? resulto ser de 372.019, por lo que una media de una célula
por campo equivaldra a 372.019 células por cada mililitro de leche. Este valor se
denomina factor del microscopio. Dividiendo este factor entre el nuimero medio de
campos contados en cada extension, que en nuestro caso fue de 165, obtenemos el

factor de trabajo, que fue de 2.255.

C) Proceso de recuento celular
En cada una de las seis peliculas de leche se contaron todos los campos

existentes en 7 bandas verticales distribuidas de forma homogénea a lo largo de toda

la extension, tal y como recomienda la Norma Internacional 148A (FIL-IDF, 1995).
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En cada campo se estimé el RCS diferencial entre células somaticas (nucleos
tefiidos) y PC, sin tener en cuenta aquellas células o PC que quedaran en los limites
del campo y que sobresalieran menos del 50% de su volumen. Por cada tincion, por lo
tanto, conseguimos 2 valores de RCS y 2 valores de recuento de PC. Los criterios
empleados para la diferenciacion entre células y PC son comentados dentro de cada

tincion.

D) Tinciones empleadas

Como ya se ha sefialado con anterioridad, para la realizacion de esta

experiencia se han utilizado tres tinciones distintas:

Azul de metileno

Es la solucion colorante oficial segiin la Norma Internacional 148A (FIL-IDF,
1995). Su preparacion se llevd a cabo del siguiente modo: se mezclaron 54 ml de
alcohol etilico (Prolabo®) al 95% (v/v) y 40 ml de 1.1,1-tricloroetano (Panreac®) en
un recipiente que se calentd, a continuacidén, en un bafio Maria a 60-70 °C. Una vez
que la mezcla habia alcanzado esta temperatura, se afiadieron cuidadosamente 0,6
gramos de AM (Panreac®), verificando que su distribucién en la solucién fuera
uniforme. Se enfriaron en un refrigerador a 4 °C y, una vez conseguida esta
temperatura, se afiadieron 6 ml de 4cido acético glacial (Panreac®). A continuacion,
se filtro la solucion con un filtro de no mas de 10-12 um de didmetro de poro y se
almacend el colorante en un recipiente herméticamente cerrado. Esta solucion se filtrd
de nuevo cada vez que fue utilizada.

El protocolo de tincion seguido con este colorante fue el siguiente:

e Se cubrieron las extensiones con la soluciéon colorante, indicada
anteriormente, durante 10 minutos.

e Se elimino el colorante.

e Se dejo secar al aire durante otros 10 minutos.

e Se lavé suavemente con agua de grifo hasta la eliminacion del exceso de
colorante, procurando que no se levantara la pelicula de leche.

e Se volvib a dejar secar al aire.
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e Se monto la preparacion con Entellan® (Merck®), realizando el recuento de

células y PC con el objetivo de inmersion.

El criterio empleado para realizar la diferenciacion entre células y PC fue el
siguiente: los nucleos celulares se tifieron de un color azul oscuro (BURCK, 1969),
mientras que los citoplasmas, que practicamente sélo se pudieron observar en los
macrofagos, lo hicieron de un color azul mas tenue (Figura III.1). Finalmente, se
consideraron como PC aquellas estructuras anucleadas tefiidas de igual forma que los
citoplasmas, pero con forma de capuchdon o casquete y de tamafio similar al de las

células (Figura I11.2). Las PC de pequefio tamafio no fueron contadas.

May-Griinwald-Giemsa

Esta técnica, también denominada coloracion pandptica de Pappenheim
(BURCK, 1969), fue descrita por primera vez para leche de oveja por GONZALO y
GAUDIOSO (1983), si bien con posterioridad ha sido ligeramente modificada tal y

como se expone a continuacion:

e Fijacion de las extensiones en alcohol etilico de 96° durante 3 minutos.

e Eliminacion del alcohol y secado al aire.

e Desengrasado con xilol (Panreac®) durante 8 minutos y, transcurrido ese
tiempo, lavado con alcohol etilico de 60°.

e Secado al aire.

e Tincion con el colorante May-Griinwald (Merck®) puro durante 2 minutos.
e Tincidn con una solucion al 50% en agua desionizada del mismo colorante
durante 2 minutos, después de eliminar el colorante anterior.

e Eliminacion, de forma incompleta, del colorante y tincion, a continuacion,
con una solucién de Giemsa (Merck®) en agua desionizada (14 gotas del
colorante en 10 ml de agua desionizada), preparada en el momento, durante 20
minutos.

e [avado ligero con agua de grifo y secado al aire.

e Por tltimo, montaje de la preparaciéon con Entellan®, llevandose a cabo el

RCS con el objetivo de inmersion.
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Figura III.1. Tincion azul de metileno: células somaticas

Figura II1.2. Tincion azul de metileno: particula citoplasmatica
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Figura III.3. Tinciéon May-Griinwald-Giemsa: células somaticas

Figura II1.4. Tincion May-Griinwald-Giemsa: células somaticas y
particula citoplasmatica



Figura IIL.5. Tincion pironina Y-verde de metilo: células somaticas

Figura II1.6. Tincién pironina Y-verde de metilo: célula somédtica y
particulas citoplasmaticas
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El eosinato de azur es un colorante neutro, presente en la tincion Giemsa, que
tifie la cromatina nuclear de un color violeta-rojizo caracteristico (efecto Giemsa). Al
unir este altimo con la tincion May-Griinwald, se logran unos colores mas brillantes
que los obtenidos con la utilizacion exclusiva de Giemsa (BURCK, 1969). Asi, los
nicleos presentaban ese color violeta tipico, mientras que el citoplasma, casi
exclusivamente apreciable en los macréfagos, y las PC adquirieron una tonalidad
menos marcada (Figuras III.3 y II1.4). Al igual que en el caso anterior, se contaron
como PC las estructuras anucleadas de color semejante al de los citoplasmas y con

forma de capuchoén.

Pironina Y-verde de metilo
Fue descrita por PAAPE et al. (1963) para leche de vaca, pero nosotros hemos

modificado su protocolo:

e Fijacion de las peliculas de leche en la solucion Carnoy’s durante 10
minutos. Dicha solucion presentaba la siguiente composicion: 60% de alcohol
etilico absoluto, 30% de cloroformo (Merck®) y 10% de 4cido acético.

¢ Eliminacion y secado al aire.

e Hidratacion sucesiva con alcohol etilico al 50% (2 minutos), con alcohol
etilico al 30% (2 minutos) y con agua desionizada (2 minutos).

e Secado al aire.

e Tincion con el colorante PVM (Sigma Diagnostics®) durante 20 minutos y
lavado ligero, a continuacion, con agua desionizada.

e Secado al aire por ultima vez.

e Montaje de la preparacion con Entellan® y recuento con el objetivo de

inmersion.

Al contrario que las anteriores, esta tincion permitid diferenciar perfectamente
los nucleos (de color azul claro) de los citoplasmas y PC (de color rosado), debido a
su diferente afinidad: el verde de metilo es un colorante basico que se combina con
los grupos fosforicos del ADN nuclear, mientras que la pironina Y lo hace con el
ARN citoplasmatico (STEVENS y BANCROFT, 1990). De este modo, las PC pudieron
distinguirse perfectamente no so6lo desde un punto de vista morfolégico, sino también

desde un punto de vista tintorial (Figuras IIL.5 y II1.6).
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[11.1.2.2. RECUENTO DE CELULAS SOMATICAS MEDIANTE EL METODO FLUORO-
OPTO-ELECTRONICO

Este se ajustd estrictamente a la metodologia recomendada por la Norma
Internacional 148A (FIL-IDF, 1995) y fue realizado en un analizador Fossomatic 90°
(A/S N. Foss Electric, Hillered, Dinamarca) (Figura I11.7).

Segun esta metodologia, las células somaticas son aquéllas que presentan una
intensidad minima de fluorescencia debida a la tincion de su nucleo celular. El
principio basico del funcionamiento consiste en la mezcla de la leche con una

solucion colorante nuclear (bromuro de etidio).

Figura IIL.7. Analizador Fossomatic 90°

La dosificacion de la leche se hace manualmente, afiadiendo con una pipeta
0,5 ml de leche en la camara de recepcion, donde, de manera automatica, se mezcla
con 9,5 ml de solucion colorante. Después de un tiempo de reaccion de 10 segundos,
la suspension de células tefiidas pasa a una microjeringa, la cual dosifica
gradualmente 40 pl de suspension en forma de pelicula fina sobre un disco rotatorio,
que hace de plano al microscopio, y sobre el cual incide una luz azul. Seguidamente,

tiene lugar la amplificacion y registro del impulso eléctrico producido por cada célula
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tefiida. La lectura directa del nimero de células somaticas, expresada en miles de

células por mililitro, es directamente expresada en el visor digital del aparato.

Preparacion de los reactivos

Se utilizaron los reactivos comercializados por la firma que detenta la patente

del método de RCS, y que resultan indicados para el Fossomatic 90°.

78

DISOLUCIONES BASE

¢ Disolucion colorante base. Se disolvieron 4 tabletas (1 gramo) de bromuro
de etidio en 1 litro de agua desionizada, acelerando el proceso mediante
calentamiento a 40-60° C. Se guard6 en una botella cerrada y protegida de la
luz a temperatura de refrigeracion durante un periodo de tiempo que no supero
los dos meses.

o Triton X-100®° al 1%.Se disolvieron 10 ml de Triton X-100°
(polietilenglicol mono [p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-fenil]-éter) en 1 litro de
agua desionizada calentada en bafio Maria a 60° C. Se guardd a temperatura
ambiente en un recipiente cerrado durante un tiempo maximo de un mes.

¢ Disolucion tampon base. Se disolvio el tampdn, constituido por 51 g de
hidrogenoftalato de potasio y 13,75 g de hidréxido potasico, en 10 litros de
agua desionizada, acelerando el proceso mediante calentamiento a 40-60° C.
Se guard6 en un recipiente cerrado a temperatura ambiente durante un periodo

maximo de dos meses.

DISOLUCIONES DE TRABAJO

¢ Disolucion colorante. Se diluyeron 250 ml del tampon base en 2,2 litros de
agua desionizada. A continuacion, se afiadieron 26 ml de la disolucion
colorante base de bromuro de etidio y 40 ml de Triton X-100® al 1%. No se
almaceno durante mas de 7 dias. Su mision es facilitar la formacion del
complejo fluorescente ADN-bromuro de etidio.

e Liquido de limpieza. Se afiadieron 10 ml de Triton X-100® y 25 ml de
amoniaco al 25% (Panreac®) a 10 litros de agua desionizada. No se utilizé

pasados 7 dias. La finalidad de esta disolucion es limpiar todo el circuito del



/ll. Material y métodos

analizador y la pista del disco rotatorio de los restos de leche que hayan

quedado de la muestra anterior.

Tanto las disoluciones de conservante, como las utilizadas para la elaboracion
de liquidos de trabajo necesarios para el RCS por el método FOE, en ambas
experiencias, fueron preparadas con agua desionizada de calidad Milli Q"
(Millipore®).

111.1.3. METODOLOGIA ESTADISTICA

I11.1.3.1. COMPARACION DE LOS METODOS MICROSCOPICO Y FLUORO-OPTO-
ELECTRONICO DE RECUENTO DE CELULAS SOMATICAS EN LA LECHE DE OVEJA

La comparacién entre ambos métodos se realizd utilizando los datos
procedentes de las 16 condiciones analiticas diferentes de las muestras de 24 horas de
edad, analizadas por el método FOE, y las 3 tinciones del método MD. Dicha

comparacion se realizd sobre la base de los estudios siguientes:
e Comparacién entre las medias aritméticas, logaritmicas y geométricas
obtenidas con el método FOE y con el método MD.

e Regresion lineal entre ambos métodos en sus diferentes condiciones
analiticas.

e Estudio de los componentes de varianza y de las repetibilidades para cada
supuesto analitico.

Para el andlisis de los componentes de varianza y de las repetibilidades para
cada una de las diferentes condiciones de conservacion, almacenamiento Yy
temperatura de analisis de los métodos de recuento ensayados, se utilizé el siguiente

modelo:

Yi=pu+0+e
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donde:

Y;= Variable dependiente log RCS
u= Media
O; = Efecto aleatorio oveja (80 niveles, con 2 réplicas por oveja)

e; = Residuo.

La repetibilidad de las réplicas, para cada una de las diferentes condiciones
analiticas de los métodos MD y FOE de recuento celular, se calculd dividiendo la
varianza del factor oveja entre la suma de la varianza residual y la varianza de la

oveja:

[11.1.3.2. FACTORES EXTRINSECOS DE VARIACION ANALITICA DEL METODO
FLUORO-OPTO-ELECTRONICO EN LA LECHE DE OVEJA: INFLUENCIA DE LAS
CONDICIONES DE CONSERVACION, TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO, EDAD DE LA
MUESTRA Y TEMPERATURA DE ANALISIS

Fue realizado mediante técnicas de minimos cuadrados, segun el
procedimiento GLM del SAS (SAS, 1992). El modelo utilizado para este estudio fue

un modelo mixto, con el efecto oveja como aleatorio y el resto de los efectos fijos:

Yijklm =u+ O; + Ej + A+ C+ Ty + EAjk + ECj] + Eij + ACy + ATim +
CTim + EACjkl + EATjkm + EClem + ACTm + Cijkim

donde:

Yijum = Variable dependiente log RCS
u= Media
O; = Efecto aleatorio oveja (80 niveles)
E; = Efecto fijo edad de la leche (10 niveles correspondientes a las edades: 3
horas, 6 horas, 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 7 dias y 9

dias postordefio)
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Ag

G

EAjk =

ECj]

ACy=

ATim
CTim
EACjq
EATjan

ACTklm

Cijklm =

Efecto fijo temperatura de almacenamiento (2 niveles: temperatura
ambiente y refrigeracion a 4° C)

Efecto fijo conservacion (4 niveles: sin conservante, dicromato potasico,
azidiol y bronopol)

Efecto fijo temperatura de analisis (2 niveles: 40° C y 60° C)

Efecto fijo de la interaccion edad x almacenamiento

Efecto fijo de la interaccion edad x conservacion

Efecto fijo de la interaccion edad x temperatura de analisis

Efecto fijo de la interaccion almacenamiento X conservacion

Efecto fijo de la interaccion almacenamiento x temperatura de analisis
Efecto fijo de la interaccion conservacion x temperatura de analisis
Efecto fijo de la interaccion edad x almacenamiento X conservacion
Efecto fijo de la interaccién edad x almacenamiento x temperatura de
analisis

Efecto fijo de la interaccion edad x conservacion x temperatura de
analisis

Efecto fijo de la interaccion almacenamiento X conservacion X
temperatura de analisis

Residuo.
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I11.2. EXPERIENCIA II:

Estudio del efecto de la congelacién sobre el recuento de células
somaticas estimado por el método fluoro-opto-electrénico y de la influencia
de la conservacién, edad de la muestra, tipo de descongelacion vy
temperatura de analisis sobre el recuento celular de la leche de oveja
almacenada a temperatura de congelacion (-20° C)

111.2.1. DISENO EXPERIMENTAL

Un total de 70 muestras individuales de 250 ml de leche de oveja, con un
rango de RCS desde 15 x 10° hasta 6,5 x 10° cél./ml, fueron recogidas de ovejas
procedentes de las mismas explotaciones que las de la Experiencia I. De igual modo,
se transportaron de forma inmediata al laboratorio de control lechero del
Departamento de Produccion Animal I de la Universidad de Leon.

Cada una de las 70 muestras se repartio en 68 alicuotas de 3 ml cada una, tal y
como se indica en el esquema de la Tabla II1.2. Las 68 alicuotas fueron divididas en 4
bloques de 17 alicuotas cada uno, correspondientes a los 4 tipos de conservacion de la
experiencia anterior, es decir, sin conservante, con dicromato potésico (0,1 g/100 ml
de leche), con azidiol (hasta obtener una concentracion final de azida sodica en leche
de 0,024 g/100 ml) y con bronopol (0,05 g/100 ml de leche).

De cada grupo de 17 alicuotas, una se conservo a temperatura de refrigeracion
(4° C) y las 16 restantes se congelaron a -20° C. Las alicuotas refrigeradas fueron
analizadas, por duplicado, a las 24 horas de su recogida, tanto a 40° C como a 60° C.
Las 16 alicuotas congeladas se dividieron, a su vez, en 4 lotes, correspondientes a las
siguientes edades de andlisis: 1, 15, 30 y 60 dias posrecogida. Para cada edad, se

procedid a realizar dos tipos de descongelacion: lenta y rapida. La descongelacion
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lenta consistid6 en mantener 2 alicuotas a temperatura ambiente (18° C) durante 45
minutos, al cabo de los cuales una de ellas fue calentada, en bafio Maria, durante 15-
20 minutos a 40° C y la otra a 60° C, procediéndose a su determinacion analitica por
duplicado.

La descongelacion rapida se realizé en las dos alicuotas restantes, una de las
cuales se introdujo directamente en el bafio a 40° C, analizandose por duplicado
después de 15-20 minutos, procediéndose de igual modo con la otra alicuota, salvo

que ésta se calentd a 60° C.
111.2.2. METODOLOGIA ANALITICA

Se siguié en todo momento el mismo método que en la Experiencia |
(I11.1.2.2.), utilizando, por lo tanto, un analizador Fossomatic 90° (A/S N. Foss
Electric, Hillerod, Dinamarca) y ajustandose, asimismo, a la Norma Internacional
148A (FIL-IDF, 1995).

111.2.3. METODOLOGIA ESTADISTICA

Los datos obtenidos en esta experiencia fueron sometidos a tres tipos de
analisis estadisticos: el primero, en el que se compararon los efectos que la
refrigeracion y la congelacion producen sobre el RCS de la leche bajo diferentes
condiciones de conservacion y de temperatura de andlisis; el segundo, restringido
exclusivamente a las muestras de leche congelada, donde se analizaron los efectos del
tipo de conservacion, edad, tipo de descongelacion y temperatura de analisis sobre el
RCS; y el tercero, donde se compararon la precision, la correlacion, los componentes
de varianza y las repetibilidades de los RCS obtenidos en las condiciones 6ptimas de

analisis de la leche descongelada.

[11.2.3.1. COMPARACION DE LOS EFECTOS DE LA REFRIGERACION Y LA
CONGELACION EN FUNCION DEL TIPO DE CONSERVACION UTILIZADA Y DE LA
TEMPERATURA DE ANALISIS EN LA LECHE DE OVEJA

El analisis estadistico se realizd mediante técnicas de minimos cuadrados,
segun el procedimiento GLM del SAS (SAS, 1992). Para ello, se utilizé el siguiente

modelo mixto, con el efecto oveja como aleatorio y el resto de los efectos fijos.
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donde:

ACj =
Ale =
CTu=

ACTjkl =

Cijkl =

Fueron

Yim =W+ Oi+ Aj+ Cx + Ti + ACjc + AT + CTig + ACTj + ejju

Variable dependiente log RCS

= Media
= Efecto aleatorio oveja (70 niveles)
= Efecto fijo almacenamiento (2 niveles: refrigeracion y congelacion)

= Efecto fijo conservacion (4 niveles: sin conservante, dicromato

potasico, azidiol y bronopol)

Efecto fijo temperatura de analisis (2 niveles: 40° C y 60° C)

Efecto fijo de la interaccion almacenamiento X conservacion

Efecto fijo de la interaccion almacenamiento x temperatura de analisis
Efecto fijo de la interaccion conservacion x temperatura de analisis
Efecto fijo de la interaccion almacenamiento X conservacion x
temperatura de analisis

Residuo

incluidos los RCS de todas las edades de congelacion y de los dos

tipos de descongelacion.

.2.3

.2. ESTUDIO DE LA CONSERVACION, EDAD DE LA LECHE, TIPO DE

DESCONGELACION Y TEMPERATURA DE ANALISIS SOBRE EL RECUENTO CELULAR DE
MUESTRAS DE LECHE INDIVIDUAL DE OVEJA MANTENIDAS A TEMPERATURA DE

CONGELACION

Al igual que en el caso anterior, también se utiliz6 un modelo mixto, con el

efecto oveja como aleatorio y el resto de los efectos fijos. Dicho modelo fue el

siguiente:

Yijklm =u+ O; + Cj +Ec+D+Th+ CEjk + CDjl + Cij + EDy + ETim +

donde:

DT\, + CEDjkl + CETjkm + CDlem + EDTyim + Cijkim
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Yiikim =

CDj] =
EDy =
ETkm =
DTlm =
CEDjkl =
CDTj]m =

EDTum =

Cijkim =

Variable dependiente log RCS

Media

Efecto aleatorio oveja (70 niveles)

Efecto fijo conservacion (4 niveles: sin conservante, dicromato potasico,

azidiol y bronopol)

= Efecto fijo edad de la leche (4 niveles correspondientes a las edades: 1,

15, 30 y 60 dias posrecogida)

= Efecto fijo tipo de descongelacion (2 niveles: lenta y rapida)
= Efecto fijo temperatura de analisis (2 niveles: 40° C y 60° C)

= Efecto fijo de la interaccion conservacion x edad de la leche

Efecto fijo de la interaccion conservacion x tipo de descongelacion

= Efecto fijo de la interaccion conservacion x temperatura de analisis

Efecto fijo de la interaccion edad de la leche x tipo de descongelacion
Efecto fijo de la interaccion edad de la leche x temperatura de analisis
Efecto fijo de la interaccion tipo de descongelacion x temperatura de
analisis

Efecto fijo de la interaccion conservacion x edad de la leche x tipo de
descongelacion

Efecto fijo de la interaccion conservacion x edad de la leche x
temperatura de analisis

Efecto fijo de la interaccidon conservacion x tipo de descongelacion x
temperatura de analisis

Efecto fijo de la interaccion edad de la leche x tipo de descongelacion x
temperatura de analisis

Residuo

[11.2.3.3. PRECISION, CORRELACION, COMPONENTES DE VARIANZA Y
REPETIBILIDADES ENTRE LOS RECUENTOS CELULARES OBTENIDOS EN LAS CONDICIONES
OPTIMAS DE ANALISIS

En estos estudios se efectud la comparacion entre los RCS hallados en la

condicion mas adecuada para el analisis de la leche refrigerada (conservada con

bronopol y analizada a las 24 horas posrecogida a 40° C) y los encontrados en las
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condiciones que, a la vista de los resultados previos, pudieron considerarse mejores
para el andlisis en leche descongelada (descongelacion rapida a los 30 dias
posrecogida y analizada a 40° C), evaluando los cuatro tipos de conservacion
empleados.

Concretamente, se efectuaron 3 tipos de estudios, que fueron basicamente los

siguientes:

e Comparacién entre las medias aritméticas, logaritmicas y geométricas
obtenidas a partir de la leche refrigerada y de la congelada.

e Regresion lineal entre ambos tipos de almacenamiento.

e Evaluacion de los componentes de varianza y de las repetibilidades.

Los componentes de varianza y las repetibilidades fueron estimados de forma

similar a como se indicé en la Experiencia I para la comparacién de métodos.
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IV.1. EXPERIENCIA I:

Comparacién de los métodos microscopico y fluoro-opto-electrénico
de recuento de células somaticas y estudio de la influencia de las
condiciones de conservacion, temperatura de almacenamiento, edad de la
muestra y temperatura de analisis sobre el método fluoro-opto-electrénico
en la leche de oveja

IV.1.1. EVALUACION DEL METODO MICROSCOPICO DIRECTO

IV.1.1.1. COMPARACION DE MEDIAS

Tal y como puede apreciarse en la Tabla IV.1, las medias aritméticas
correspondientes a las tres tinciones del método MD oscilaron entre 1.473 y 1.534 x
10° cél./ml, presentando como valor medio 1.500 x 10° cél./ml, lo que supuso una
variacion entre métodos, con relacion a dicho valor, inferior al 2,5%. Por lo que se
refiere a las medias geométricas, el valor medio global fue de 474 x 10° cél./ml, con
extremos entre 455 x 10° cél./ml, para la tincion PVM, y 500 x 10° cél./ml, para la

tincion MGG. En este caso, la variacidon entre métodos fue de menos del 5,5%.

Tabla IV.1. Medias aritméticas y logaritmicas obtenidas por MD (3 tinciones)

Media aritmética Media Media
(x10°/ml) logaritmica geométrica
(x10°/ml)
MD-AM 1.493 5,669 467
MD-MGG 1.534 5,699 500
MD-PVM 1.473 5,658 455
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Estas variaciones resultaron inferiores a las encontradas por PAAPE et al.
(1963) en leche de vaca, en la que se compararon la tincion PVM con la tincioén de
Wright, e indican que, en leche de oveja, la tincion AM, que podria considerarse
como inespecifica, permite una precision del RCS similar a la de otras mas
especificas del ADN nuclear, como la MGG o la PVM.

IV.1.1.2. COEFICIENTES DE CORRELACION

Dentro del método MD (Tabla IV.2), la correlacion mas alta (0,990) se

produjo entre las tinciones que proporcionan mayor resolucion (PVM y MGG),

aunque fueron muy elevadas en todos los casos (0,981-0,990).

Tabla IV.2. Coeficientes de correlaciéon dentro del método MD a las 24 horas
posrecogida

AM MGG PVM
AM ~ 0,981 0,982
MGG 0,990

PVM

IV.1.1.3. VARIANZA RESIDUAL Y REPETIBILIDADES

La Tabla IV.3 muestra los valores de F, la varianza residual y las
repetibilidades entre réplicas de las tres tinciones estudiadas. La tincion AM mostrd
una mayor variabilidad entre réplicas que las tinciones MGG y PVM, resultado que es
facilmente explicable, dado que estas ultimas confieren una mayor resolucion al
método que la primera. Las investigaciones conducentes a reducir la varianza del
error vinculado a los métodos MD ya fueron propuestas por PAAPE et al. en 1963,

cuando observo importantes variaciones de la varianza entre réplicas, al utilizar
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diferentes tinciones en la leche de vaca, si bien, desde esa fecha hasta el momento

actual, no existe informacion disponible sobre tales estudios en la leche de oveja.

Tabla IV.3. Valores F del factor oveja, varianzas residuales, repetibilidades y errores
estandar del método MD (3 tinciones)

Valor F  Varianza Repetibilidad ES
residual
MD-AM 176,175 0,005703 0,989 0,003
MD-MGG 243,141 0,003658 0,992 0,002
MD-PVM 286,701 0,003514 0,993 0,002

ES: error estandar.

IV.1.1.4. PARTICULAS CITOPLASMATICAS

Se ha evidenciado la presencia constante de PC en leche de oveja, aunque en
una cuantia bastante escasa (Tabla IV.4), tal y como fuera constatado por MARTINEZ
et al. (1997). En consonancia con estos autores, la baja concentracion en la que se
encuentran en leche no parece que pueda tener incidencia en la precision de los
métodos de RCS, si bien, en casos puntuales, tales PC pueden alcanzar elevadas
concentraciones, hasta 95 x 10° cél./ml, en nuestro caso.

En leche de oveja, otros autores también observaron PC con forma de
medialuna o de estructura redonda (SCHALM et al., 1971), desechos celulares y restos
membranosos (LEE y OUTTERIDGE, 1981), y capuchones también en medialuna y de
pequefio tamafio (PERIS ef al.,1993), si bien tales estructuras nunca fueron
cuantificadas mediante tinciones diferenciales.

Las concentraciones de PC encontradas en la leche de oveja son muy
inferiores a las resefadas en la leche de cabra, en la que se han encontrado entre un 3
y un 94% (DULIN et al., 1982b). En esta especie, DULIN ef al. (1983b) aseguraron que
la aparicion de PC era independiente del grado de infeccion intramamario, ya que era

consecuencia del proceso secretor normal en dicha especie, hecho que resulta
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coincidente con nuestros datos en leche de oveja, segin los cuales, la concentracion

de este tipo de particulas resulto ser siempre independiente del RCS.

Tabla IV.4. Recuento de PC mediante el método MD por tres tinciones

Tinciones log PC antilog (x10°/ml)
AM 4,138 14
MGG 4,218 17
PVM 4,236 17

La presencia de PC en la leche de oveja es concordante con la presencia de
ciertos fragmentos celulares anucleados encontrados por BROOKER (1978) en todos
los sedimentos examinados en leche bovina, en los que habia una variacion
considerable en su cantidad de una muestra a otra, aunque aparecian en nimero mas
elevado en leche de repaso que en la procedente de los primeros chorros, y en la
obtenida durante las 4-6 primeras semanas de lactacion que en la de estadios
posteriores. Segun este ultimo autor, hay evidencias de que los fragmentos celulares
provistos de numerosas microvellosidades son componentes permanentes de la leche
de vaca y corroboran los datos expuestos por otros autores, como ANDERSON et al.
(1975), LEE et al. (1980) y PAAPE y TUCKER (1966), que han descrito, igualmente, la

presencia de pequefios fragmentos citoplasmaticos en leche de vaca.

Con independencia de que la tincion AM muestre una mayor variabilidad
entre réplicas que las otras dos mas especificas (MGG y PVM), los similares valores
de RCS obtenidos en cada una de ellas, sus elevados coeficientes de correlacion
(0,981-0,990) y su capacidad discriminadora de PC, en el caso de operarios con
experiencia, hacen que esta tincion pueda ser aplicada como referencia en la leche de
oveja al igual que lo es en la de vaca. La rapidez y facilidad de aplicacion de la
tincion AM la hacen preferible a tinciones de protocolo mas lento, mas caras o mas

toxicas.
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Sin embargo, en la leche de oveja cabria sefalar el hecho de que, con relativa
frecuencia, se origina la separacion de la pelicula de leche del portaobjetos,
especialmente durante el proceso de tincion con el AM. Otro inconveniente de esta
ultima es la necesidad de que el RCS sea efectuado por un operario con experiencia,
capaz de diferenciar células de PC. En el caso de carecer de experiencia, la utilizacion
de MGG o PVM resulta obligada, al menos en un primer momento. Estos
inconvenientes, junto con la restriccion practicamente exclusiva del método MD a la
evaluacion temporal de los métodos electronicos, hacen que pueda considerarse como
mas conveniente la utilizacion de tinciones mas especificas, como MGG o PVM, que
evitarian, ademas, los problemas anteriormente citados, como consecuencia de su

mayor especificidad y de su superior adherencia al portaobjetos.

IV.1.2. COMPARACION ENTRE LA MICROSCOPIA DIRECTA Y EL
METODO FLUORO-OPTO-ELECTRONICO

Con el fin de posibilitar la observacion de cada uno de los RCS, expresados en
términos de logaritmo decimal, obtenidos por MD (3 tinciones) y por el método FOE
a las 24 horas posrecogida, se incluye un anexo al final de esta memoria, donde se

recogen los datos correspondientes a las 80 muestras por duplicado.

IV.1.2.1. COMPARACION DE MEDIAS

Considerando la media geométrica global (474 x 10° cél./ml) como valor
microscopico de referencia, el estudio, en esta misma Tabla IV.5, de las 16
condiciones analiticas ensayadas por el método FOE permitio apreciar que las medias
geométricas de las alicuotas almacenadas a temperatura de refrigeracion fueron mas
precisas, es decir, mas proximas al valor microscopico de referencia (rango: de 405 a
491 x 10° cél./ml) que las muestras mantenidas a temperatura ambiente (rango: de
405 a 1.000 x 10° cél./ml). Las muestras sin conservante y mantenidas a temperatura
ambiente no deberian ser analizadas, pues las medias aritméticas, logaritmicas y
geométricas se elevaron fuertemente, tanto a una temperatura de analisis de 40° C
(1.516 x 10° cél./ml, 5,787 y 612 x 10° cél./ml, respectivamente), como, sobre todo, a
60° C (1.958 x 10° cél./ml, 6,000 y 1.000 x 10° cél./ml, respectivamente). La

observacion microscopica de este tipo de muestras, inmediatamente después del
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analisis FOE, permitié evidenciar la presencia de auténticos cimulos de bacterias,
capaces de originar impulsos de ganancia similar a la de las células, que fueron
probablemente contados por el analizador Fossomatic®, incrementando el RCS
(Figuras IV.1 y IV.2).

Tabla IV.5. Medias aritméticas, logaritmicas y geométricas obtenidas por MD (3
tinciones) y por el método FOE a las 24 horas posrecogida

Media aritmética Media Media
(x1 03/ml) logaritmica geomeétrica
(x10*/m1)
MD-AM 1.493 5,669 467
MD-MGG 1.534 5,699 500
MD-PVM 1.473 5,658 455
FOE-SC-TA-40 1.516 5,787 612
FOE-DP-TA-40 1.396 5,695 495
FOE-AZ-TA-40 1.279 5,607 405
FOE-BR-TA-40 1.516 5,709 512
FOE-SC-TA-60 1.958 6,000 1.000
FOE-DP-TA-60 1.442 5,722 527
FOE-AZ-TA-60 1.500 5,655 452
FOE-BR-TA-60 1.608 5,680 479
FOE-SC-TR-40 1.204 5,619 416
FOE-DP-TR-40 1.302 5,642 439
FOE-AZ-TR-40 1.273 5,607 405
FOE-BR-TR-40 1.435 5,677 475
FOE-SC-TR-60 1.486 5,685 484
FOE-DP-TR-60 1.550 5,682 481
FOE-AZ-TR-60 1.528 5,671 469
FOE-BR-TR-60 1.571 5,691 491

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico;
SC: sin conservante; TA: T* ambiente; TR: T? de refrigeracion.
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Figura IV.1. Cimulo bacteriano (tincion pironina Y-verde de metilo)

Figura IV.2. Ciimulo bacteriano y célula somatica (tincion pironina Y-
verde de metilo)

95



V. 1. Experiencia /

Dentro del almacenamiento a temperatura de refrigeracion, de las cuatro
formas de conservacion utilizadas, con la que se hallaron valores mas altos fue con el
bronopol (475 x 10° cél./ml, a 40° C, y 491 x 10° ¢él./ml, a 60° C), seguido del
dicromato potasico (439 x 10° ¢él./ml, a 40° C, y 481 x 10° cél./ml, a 60° C), mientras
que las muestras con azidiol (405 x 10* ¢él./ml, a 40° C, y 469 x 10° cél./ml, a 60° C)
y las que no llevaban conservante y se analizaron a 40° C (416 x 10° cél./ml) dieron
lugar a RCS mas bajos. Bajo esta modalidad de almacenamiento, y por lo que
respecta a la temperatura analitica, las condiciones que originaron RCS mas elevados
y proximos al valor de referencia fueron aquéllas cuya temperatura de analisis fue de
60° C (rango: de 469 a 491 x 10° cél/ml) y las de las muestras con bronopol
analizadas a 40° C (475 x 10° cél./ml).

IV.1.2.2. COEFICIENTES DE CORRELACION

Entre la MD y el método FOE (Tabla IV.6), los menores coeficientes de
correlacidon se establecieron entre las tres variantes microscopicas y las muestras sin
conservante, almacenadas a temperatura ambiente y analizadas tanto a 40 °C (0,894-
0,919) como, sobre todo, a 60° C (0,708-0,776). En todos los demds casos, los
coeficientes de correlacion entre ambos métodos fueron siempre muy elevados,
aunque las correlaciones de las tinciones PVM vy, especialmente, MGG fueron
ligeramente mayores que las tinciones con AM. En conjunto, tales coeficientes de
correlacion fueron coincidentes con los encontrados por otros autores en la leche de
vaca entre los recuentos MD y FOE (r entre 0,870 y 0,994), para diferentes factores
de trabajo (GRAPPIN Y JEUNET, 1974; HEALD et al, 1977, HEESCHEN, 1975;
SCHMIDT-MADSEN, 1975; SCHMIDT-MADSEN, 1979), y con los hallados por GONZALO
et al. (1993) en leche de oveja (0,986), utilizando la tincion MGG y un factor de
trabajo de 1.600.

El valor mas elevado se obtuvo entre el método MD con Ia tincion MGG y el
FOE usando bronopol como conservante, almacenando la leche a 4° C y empleando
una temperatura analitica de 60° C (r = 0,996). Dicha regresion viene representada en
la Figura IV.3, en la que se puede observar la practica superposicion de la linea de

regresion a la linea a 45°.
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Tabla I'V.6. Coeficientes de correlacion entre el método MD y el FOE

FOE-SC-TA- FOE-DP-TA- FOE-AZ-TA- FOE-BR-TA-

40 40 40 40
AM 0,895 0,977 0,975 0,981
MGG 0.919 0,992 0,992 0,993
PVM 0,894 0,988 0,984 0,988
FOE-SC-TA- FOE-DP-TA- FOE-AZ-TA- FOE-BR-TA-
60 60 60 60
AM 0,708 0,961 0,980 0,983
MGG 0,776 0,981 0,994 0,995
PVM 0,732 0,973 0,988 0,992
FOE-SC-TR- FOE-DP-TR- FOE-AZ-TR- FOE-BR-TR-
40 40 40 40
AM 0,957 0,978 0,972 0,980
MGG 0,978 0,993 0,991 0,993
PVM 0,967 0,988 0,983 0,989
FOE-SC-TR- FOE-DP-TR- FOE-AZ-TR- FOE-BR-TR-
60 60 60 60
AM 0,978 0,981 0,981 0,982
MGG 0,993 0,995 0,995 0,996
PVM 0,088 0,990 0,990 0,991

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico;
SC: sin conservante; TA: T* ambiente; TR: T? de refrigeracion.
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Por el contrario, el coeficiente de correlacion mas bajo (r = 0,708)
correspondio a la regresion establecida entre el método MD con la tincion AM vy el
FOE sin conservante, almacenando la leche a temperatura ambiente y analizandola a
60° C, representada en la Figura IV .4, en la que se puede apreciar la desviacion de la

linea de regresion con relacion a la teéricamente correcta.

IV.1.2.3. VARIANZA RESIDUAL Y REPETIBILIDADES

Como se observa en la Tabla IV.7, la varianza residual fue siempre mayor en
los métodos MD que en las diferentes condiciones analiticas del método FOE, como
era de esperar, ya que en éste no existe la subjetividad propia del método MD. Estos
resultados son igualmente concordantes con la superior repetibilidad de los métodos
electronicos frente al MD en la leche de vaca (SCHMIDT-MADSEN, 1975).

Dentro del método FOE, las muestras de leche almacenadas a temperatura de
refrigeracion tuvieron varianzas residuales mas pequefias (0,000760-0,001147) que
las almacenadas a temperatura ambiente (0,001011-0,002382), lo que conduce, de
nuevo, a enfatizar la conveniencia de la refrigeracion frente a su ausencia en este
método. Si tuviésemos que fijar la condicidon analitica 6ptima desde el punto de vista
de la repetibilidad del RCS, la leche conservada con bronopol, almacenada en
refrigeracion y calentada a 40° C en el momento de su andlisis fue la que presentd la
menor varianza residual, la mayor repetibilidad y el mayor valor de F (Tabla IV.7).
Esta condicion fue, igualmente, la que presento la precision mas elevada (Tabla IV.5),
segun vimos en el epigrafe [V.1.2.1.

A pesar de las diferencias de varianza residual observadas entre ambos
métodos y entre las 16 condiciones analiticas del método FOE, el componente de
varianza del efecto oveja fue muy importante en todos los casos, de manera que las
repetibilidades fueron siempre muy elevadas (= 0,989), pues la variabilidad se debio,
fundamentalmente, a la oveja mas que a las réplicas.

Sin embargo, una repetibilidad alta no quiere decir que un método sea bueno,
ya que dicho método podria sobrestimar siempre el RCS de forma repetible, como
ocurre, por ejemplo, en las muestras sin conservante, almacenadas a temperatura

ambiente y analizadas a 60° C por el método FOE.
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Tabla IV.7. Valores F del factor oveja, varianzas residuales, repetibilidades y errores
estandar de los distintos métodos de recuento

Valor F  Varianza Repetibilidad ES
residual
MD-AM 176,175 0,005703 0,989 0,003
MD-MGG 243,141 0,003658 0,992 0,002
MD-PVM 286,701 0,003514 0,993 0,002
FOE-SC-TA-40 233,868 0,002382 0,991 0,002
FOE-DP-TA-40 409,577  0,001810 0,995 0,001
FOE-AZ-TA-40 579,932 0,001416 0,997 0,001
FOE-BR-TA-40 701,596  0,001110 0,997 0,001
FOE-SC-TA-60 413,159  0,001143 0,995 0,001
FOE-DP-TA-60 660,538 0,001076 0,997 0,001
FOE-AZ-TA-60 880,402  0,001011 0,998 0,001
FOE-BR-TA-60 842,090  0,001094 0,998 0,001
FOE-SC-TR-40 707,918 0,000958 0,997 0,001
FOE-DP-TR-40 677,752  0,001147 0,997 0,001
FOE-AZ-TR-40 694,148 0,001145 0,997 0,001
FOE-BR-TR-40 1.030,743 0,000760 0,998 0,000
FOE-SC-TR-60 818,589  0,001000 0,998 0,001
FOE-DP-TR-60 801,486  0,001077 0,998 0,001
FOE-AZ-TR-60 849,599  0,001025 0,998 0,001
FOE-BR-TR-60 831,671 0,001048 0,998 0,001

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico;
ES: error estandar; SC: sin conservante;; TA: T* ambiente; TR: T? de refrigeracion.
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Por lo que respecta a este ultimo método, estos resultados preliminares
permitieron evidenciar que la refrigeracion y la conservacion de la leche fueron
condiciones claramente favorables de la precision, correlacion y repetibilidad de los
RCS. Ambas condiciones serian, por tanto, las mas favorables para garantizar la
integridad celular, una vez que la leche abandona la glandula mamaria.

A las 24 horas posrecogida, las mejores condiciones analiticas de cara al RCS
se darian en aquellas muestras conservadas con bronopol, mantenidas en refrigeracion
y analizadas a 40° C. No obstante, un estudio exhaustivo de los factores de variacion

del RCS en condiciones de laboratorio resulta recomendable en este método.

IV.1.3. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA CONSERVACION,
ALMACENAMIENTO, EDAD DE LA LECHE Y TEMPERATURA DE ANALISIS
SOBRE LOS RECUENTOS CELULARES ESTIMADOS POR EL METODO
FLUORO-OPTO-ELECTRONICO

La Tabla IV.8 muestra las medias, desviacion estandar y coeficiente de
variacion del RCS para el total de las 23.003 observaciones analiticas del presente
estudio. Este valor fue algo inferior a las 25.600 observaciones tedricas del disefio
experimental, debido a que algunas muestras se desnaturalizaron antes de su

procesado analitico, particularmente aquéllas que no tuvieron conservante.

Tabla IV.8. Medias, desviaciones estandar y coeficientes de variacion del RCS para el
total de observaciones (n = 23.003) del presente estudio

Medias DE CV (%)
RCS (x 10>/ml) 1.407 459 32,60
log RCS 5,662 0,117 ;

CV: coeficiente de variacion; DE: desviacion estandar.
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El analisis de varianza (Tabla IV.9) mostré que la conservacion, la
temperatura de analisis, la edad de la muestra, el tipo de almacenamiento y la mayoria
de sus interacciones dobles y triples incidieron significativamente (p < 0,05) sobre el
RCS de la leche. La unica interaccion que no arrojé significacion estadistica fue la

edad x almacenamiento x temperatura de analisis (p = 0,05).

Tabla IV.9. Andlisis de varianza (ANOVA) de los factores de variacion del logaritmo
del RCS de la leche analizada con el método FOE

Fuentes de variacion gl F
Oveja 79 8.170,3**

*
Conservacion 3 254, 7%
Temperatura de analisis 1 284 5%k
Edad de la muestra 9 40,6%**
Almacenamiento 1 69,7%**
Edad x Almacenamiento 9 57,7%**
Edad x Conservacion 27 49,6%**
Conservacion x Temperatura de analisis 3 113,6%**
Almacenamiento x Conservacion 3 26,0%**
Edad x Temperatura de analisis 9 17,7%%%*
Almacenamiento x Temperatura de analisis 1 4,6*
Almacenamiento x Conservacion x Temperatura 3 12, 2%
Edad x Almacenamiento x Conservacion 27 29,6%***
Edad x Conservaciéon x Temperatura de analisis 27 6,5%**
Edad x Almacenamiento x Temperatura de analisis 9 1,3M
Error 22.791

gl: grados de libertad.
*x%p < 0,001; *p < 0,05; Vno significativo (p > 0,05).
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IV.1.3.1. CONSERVACION

El efecto de la conservacion sobre el RCS (p < 0,001) se indica en la Tabla
IV.10. Los valores mas elevados correspondieron a la leche sin conservante (520 x
10° cél./ml), seguida por la leche con bronopol (467 x 10° cél./ml), dicromato
potasico (431 x 10° cél./ml) y, en ultimo lugar, azidiol (422 x 10° ¢él./ml), con los
RCS mas bajos. El valor obtenido con el bronopol fue el mas préximo al valor

microscopico de referencia (474 x 10° cél./ml).

Tabla IV.10. Efecto de la conservacion sobre el RCS de la leche de oveja analizada
con el método FOE

Conservacion MMC ES antilog MMC
(x 10°/ml)

Sin conservante 5,716% 0,002 520

Bronopol 5,669" 0,001 467

D. Potasico 5,634° 0,001 431

Azidiol 5,625 0,001 422

MMC: medias de minimos cuadrados; ES: error estandar.
abedpfedias con letras distintas en la misma columna, diferencias p < 0,001.

Estos resultados fueron concordantes con los resefiados anteriormente
(Experiencia I: epigrafe IV.1.2.1) e indicaron una sobrestimacion ficticia del RCS en
la leche sin conservantes debido a la proliferacion bacteriana, asi como una gradacion
en la respuesta celular en funcion del conservante usado, con valores mas elevados en
el caso del bronopol y mas bajos para el azidiol. No obstante, y a pesar de las
diferencias, el descenso del RCS entre muestras conservadas con ambos conservantes
fue inferior al 10%. La escasa informacion disponible sobre estos aspectos parece ser

concordante, al menos parcialmente, con nuestros resultados, particularmente en la
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leche de vaca, donde BERTRAND (1996) encontré RCS superiores en leche conservada
con bronopol, aunque tales diferencias no alcanzaron significacion estadistica.

Desde un punto de vista practico, y con la excepcion de la leche sin
conservante, las diferencias expresadas en la Tabla IV.10 podrian no resultar
demasiado importantes dentro de la sistematica del Control Lechero Oficial de las
ovejas pertenecientes a las asociaciones de productores; sin embargo, tales diferencias
son muy importantes en el control de calidad de los aparatos y de los laboratorios, asi
como en la confeccion de patrones de RCS conocido que se distribuyen entre los

laboratorios participantes en los ensayos intercomparativos.

IV.1.3.2. TEMPERATURA DE ANALISIS

La Tabla IV.11 indica que, al igual que en la leche de vaca (MILLER ef al.,
1986), los RCS a 60° C (474 x 10° cél./ml) fueron significativamente més elevados (p
< 0,001) que a 40° C (442 x 10* ¢él./ml), probablemente porque una alta temperatura
favorece una mayor penetracion del bromuro de etidio en la célula, o bien porque
dispersa mejor la grasa de la leche de oveja, que, como es conocido (FUERTES et al.,
1998), presenta un elevado contenido graso. A esto hay que afiadir, como ya ha sido
evidenciado en el epigrafe IV.1.2.1, que el RCS llevado a cabo a 60° C esta mas

cercano, en general, al valor microscopico de referencia.

Tabla IV.11. Efecto de la temperatura de analisis sobre el RCS de la leche de oveja
analizada por el método FOE

Temperatura MMC ES antilog MMC
(x 10°/ml)

40°C 5,645° 0,002 442

60°C 5,676 0,002 474

ES: error estandar; MMC: media de minimos cuadrados.
“®Medias con letras distintas en la misma columna, diferencias p<0,001.
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Estos hechos son de gran interés, puesto que la recomendacion del método
oficial en leche de vaca (FIL-IDF, 1995) es la de una temperatura de analisis de 40°
C. Sin embargo, los resultados encontrados en la leche de oveja sugieren una mayor
precision del RCS a 60° C, lo cual supone una clara diferencia especifica, vinculada,

probablemente, a la diferente composicion de la leche de estas especies.

IV.1.3.3. EDAD

La Figura IV.5 muestra la evolucion del RCS con la edad de la muestra de
leche de oveja, permitiendo evidenciar, en un primer momento, un aumento del RCS
en las primeras 24 horas postordefio. El valor mas elevado correspondid a esta edad,
posiblemente porque en ese momento sea maxima la penetracion intracelular del
colorante. MILLER ef al. (1986) también encontraron que las muestras analizadas a las
24 horas presentaban un RCS mayor que las procesadas en el mismo dia de recogida,
aunque esa diferencia era pequefia y no significativa. A continuacidon, nosotros
registramos que el RCS disminuyd muy lenta y progresivamente hasta el dia 9
posrecogida. La disminucion de la media geométrica, desde las 24 horas hasta el dia
9, fue del 20%. A partir del 5° dia, la caida del RCS fue mayor del 10%, lo que a
efectos practicos aconseja no rebasar esta edad de la leche. Esta caida del RCS con la
edad de la muestra ha sido también demostrada en la leche de oveja por GONZALO et
al. (1993). Estos ultimos autores determinaron un descenso del RCS del 14% desde el
primer dia al séptimo posrecogida, lo cual es plenamente coherente con nuestros
resultados, a la vez que indica un progresivo deterioro celular consecuente al
envejecimiento de la leche.

Este efecto es conocido en la leche de vaca desde que KENNEDY ef al. (1982)
determinaron un descenso del 28-36% del RCS de muestras de esta especie

conservadas y almacenadas a temperatura ambiente durante 8 dias o mas.

IV.1.3.4. ALMACENAMIENTO

El efecto del modo de almacenamiento de la leche sobre el RCS por el método FOE
(Tabla 1V.12) se tradujo en RCS significativamente (p < 0,001) mas elevados a

temperatura de refrigeracion (469 x 10° cél/ml) que a temperatura
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ambiente (447 x 10° cél./ml). Este incremento fue del 5% en términos de media
geométrica, indicando una mejor conservacion de las células mantenidas en
refrigeracion. Estos resultados coincidieron con el trabajo de GONZALO et al. (1993),
los cuales también atribuyeron al almacenamiento de la muestra un efecto altamente
significativo (p < 0,001) sobre el RCS de la leche de oveja, si bien las insalvables
diferencias en el disefio de las experiencias nos impiden una discusioén adecuada de

los resultados.

Tabla IV.12. Efecto del modo de almacenamiento de la leche (refrigeracion o
temperatura ambiente) sobre el RCS de la leche de oveja analizada por el método
FOE

Almacenamiento MMC ES antilog MMC
(x 10°/ml)

Refrigeracion 56712 0,001 469

T* ambiente 5,650 0,002 447

MMC: media de minimos cuadrados; ES: error estandar.
“®Medias con letras distintas en la misma columna, diferencias p<0,001.

IV.1.3.5. INTERACCIONES

La Figura IV.6 muestra la interaccion entre la edad y la temperatura de
almacenamiento. Tal y como puede verse, las muestras almacenadas a 4° C
obtuvieron una evolucidon practicamente paralela al eje de abscisas, incluso en las
primeras horas posrecogida, alcanzandose el valor maximo el 5° dia (495 x 10°
cél./ml) y descendiendo tan sélo a 469 x 10° cél/ml, en términos de medias
geométricas, al cabo de todo el periodo de envejecimiento. Por lo que respecta a las
muestras almacenadas a temperatura ambiente, a las 3 horas se logré la misma media
geométrica (454 x 10° cél/ml) que en las muestras refrigeradas, pero el RCS fue
aumentando hasta las 24 horas, momento en el que se alcanz6 el maximo (543 x 10°

cél./ml), a partir del cual comenzé a descender, consiguiéndose ya RCS
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mas bajos que en refrigeracion a partir del tercer dia. Esta disminucion fue mas
pronunciada a partir del 7° dia, habiendo descendido el 9° mas del 30% respecto al
primero. Todo ello indica que las condiciones dptimas de almacenamiento de la leche
son las de refrigeracion, confirmando igualmente los comentarios derivados de la
Tabla IV.12.

Esta interaccion es concordante, igualmente, con los resultados de GRAPPIN y
JEUNET (1974), quienes, en leches conservadas con dicromato potasico, constataron
que no habia modificacion sensible de los resultados de RCS después de un
almacenamiento de las muestras a 4° C durante 2 6 3 semanas, mientras que, si éstas
eran conservadas a 20° C, aparecia un descenso muy importante de los RCS mas alla
de los 3 dias de conservacion.

En la Figura IV.7 podemos observar la interaccion de la edad x conservacion.
Segun puede apreciarse, existe un comportamiento muy diferente en las muestras sin
conservante respecto a las muestras conservadas. En efecto, las no-conservadas
siguieron una evolucion irregular, los RCS aumentaron rapidamente hasta las 24
horas, descendieron hasta el 3* dia, volvieron a aumentar hasta el 7°, para comenzar a
descender de nuevo hasta el 9° dia, pero manteniéndose siempre por encima de las
conservadas a partir de las 12 horas y durante los 9 dias que dur¢ el experimento. En
cuanto a las muestras con dicromato potasico, lograron un maximo el 2° dia,
descendiendo de forma acusada (descenso del 37% en términos de media geométrica)
hasta el 9° dia, momento en el que se alcanzé el minimo de las 4 formas de
conservacion. SCHMIDT-MADSEN (1979) evidencid que, si las muestras eran
conservadas con dicromato potasico, los RCS tardaban en estabilizarse de 5 a 8 horas;
de este modo, las muestras asi conservadas podrian ser analizadas por el método FOE
pasado ese tiempo. Estas variaciones en las primeras horas posrecogida fueron
confirmadas por nuestros resultados, con RCS inferiores el primer dia de edad, si bien
estas variaciones parecen de escasa entidad. Igualmente, GRAPPIN Y JEUNET (1974)
mostraron incrementos del 9 al 19% de RCS en leche conservada con dicromato
potasico tras una noche de almacenamiento a 4° C, mientras que tales incrementos
fueron muy superiores (24-37%) en las mismas alicuotas sin conservante, en

concordancia con la Figura IV.7.
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El RCS de las muestras con azidiol se mantuvo practicamente constante, pues
la variacion de las medias geométricas fue inferior al 10% a lo largo de los 9 dias,
aunque siempre presentd valores mas bajos que el resto de conservantes durante los
primeros 4 dias de edad. A partir de este momento, fueron las muestras con dicromato
potasico las que tuvieron los RCS mas bajos.

Por altimo, en las muestras conservadas, el bronopol proporcioné casi siempre
los mayores valores y la evolucién mas coherente, disminuyendo de manera uniforme
desde las tres horas posrecogida (502 x 10° cél./ml) hasta el 9° dia (410 x 10° ¢él./ml),

lo que supone un porcentaje de disminucion del 18%.

En la Tabla IV.13 presentamos la interaccion conservacion X temperatura de
analisis. E1 RCS mas elevado se aprecio en la leche sin conservante analizada a 60° C,
mientras que el menor se observo en la leche con azidiol y analizada a 40° C. En el
caso del bronopol y del dicromato potasico, no hubo diferencias significativas entre
las muestras analizadas a 40° C y a 60° C, aunque si se apreciaron en el caso del
azidiol y de las muestras sin conservante, pues a 60° C se hallaron valores
significativamente (p < 0,001) mas altos.

Estos resultados son plenamente concordantes con los obtenidos
anteriormente (epigrafes IV.1.3.1 y 1V.1.3.2) en el presente estudio e indican la
necesidad de calentar las muestras a 60° C en el caso de la utilizacion de azidiol como

conservante.

En la Tabla IV.14, que representa la interaccion almacenamiento X
conservacion, se evidenciaron RCS significativamente mas elevados en las muestras
conservadas y almacenadas en refrigeracion, al contrario de lo que ocurrio en las
muestras sin conservante, donde no se apreciaron diferencias de RCS entre ambos
tipos de almacenamiento. Entre las muestras conservadas, el conservante que
proporcion6 mayores RCS fue, de nuevo, el bronopol, aunque siempre fueron
inferiores a los obtenidos en muestras sin conservante, que, como ya comentamos,
presentan RCS anormalmente elevados en razon de los caimulos bacterianos, capaces

de originar impulsos con ganancia suficiente como para incrementar el RCS.
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Tabla IV.13. Efecto de la interaccion conservacion x temperatura de analisis sobre el
RCS de la leche de oveja analizada por el método FOE

Conservacion MMC antilog MMC (x 10*/ml)
40°C 60°C 40°C 60°C
Sin conservante 5,682 5,749 481 561
Bronopol 5,668 5,669 466 467
D. Potasico 5,636 5,632 433 429
Azidiol 5,596 5,653 394 450

MMC: media de minimos cuadrados.
“®Medias con letras distintas en la misma fila, diferencias p <0,001.

Tabla IV.14. Efecto de la interaccién almacenamiento x conservacion sobre el RCS
de la leche analizada por el método FOE

Conservacion MMC antilog MMC (x 103/ml)
Refrigeracion T* ambiente | Refrigeracion T® ambiente

Sin conservante 5,709 5,722 512 527

Bronopol 5,682 5,655" 481 452

D. potasico 5,659° 5,609° 456 406

Azidiol 5,635° 5.614° 432 411

MMC: medias de minimos cuadrados.
“PMedias con diferentes letras en la misma fila, diferencias p <0,001.

De nuevo, la interaccidon entre edad x temperatura de analisis (Figura IV.8)
nos permitid constatar RCS mas elevados para una temperatura de andlisis de 60° C
durante casi todo el periodo de envejecimiento de las muestras de leche (hasta el 5°

dia), siendo sélo un poco inferiores (5% de la media geométrica) a los hallados a
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IV. Resultados y discusion

40°C el dia 9. MILLER ef al. (1986) evidenciaron que el incremento en el RCS que se
producia al analizar la leche a 60° C, en vez de a 40° C, era mayor en muestras
analizadas el mismo dia de recogida que en muestras almacenadas durante 24 horas.
Estos resultados parecen confirmarse en la Figura IV.8, en la que se observa una
mayor diferencia de RCS entre temperaturas en el primer dia de analisis que en los

siguientes.

Tabla IV.15. Efecto de la interaccién almacenamiento X conservacion X temperatura
de andlisis sobre el RCS analizado por el método FOE

MMC antilog MMC (x 10°/ml)
40° C 60° C 40° C 60° C

Refrigeracion

Sin conservante 5,687 5,732° 486 540
Bronopol 5,677b 5,686% 475 485
D. potésico 5,659 5,659 456 456
Azidiol 5,608° 5,661° 406 458
T* ambiente

Sin conservante 5,677b 5,767% 475 585
Bronopol 5,659 5,652 456 449
D. potasico 5,613 5,606 410 404
Azidiol 5,584° 5,644° 384 441

MMC: media de minimos cuadrados.
> Medias con diferentes letras en la misma fila difieren p < 0,05.
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El efecto de la interaccion almacenamiento X conservacion x temperatura de
analisis se resume en la Tabla IV.15, donde apreciamos que los RCS fueron
significativamente mas elevados a 60° C, excepto en el caso de muestras conservadas
con bronopol y mantenidas a temperatura ambiente, y de muestras con dicromato
potasico en cualquier temperatura de almacenamiento, donde no se apreciaron
diferencias.

Esta interaccion permitié constatar los bajos RCS de la leche conservada con
azidiol y analizada a 40° C y la necesidad de aumentar a 60° C la temperatura

analitica de estas muestras con el fin de mejorar la exactitud del RCS.

En la interaccion edad x conservacion x almacenamiento (Figura IV.9) se
pudo evidenciar como, a temperatura de refrigeracion, la leche conservada mostro
una mayor homogeneidad y similitud de los valores de RCS que a temperatura
ambiente durante los 9 dias de envejecimiento de la muestra, debido, muy
probablemente, a las condiciones de mayor integridad celular propiciada por la
refrigeracion. Por su parte, HEALD et al. (1977) demostraron que, en muestras de
leche de vaca conservadas con dicromato potasico y almacenadas a temperatura
ambiente, se originaba un incremento del 13% en el RCS después de 5 dias de
almacenamiento, hecho totalmente contrario al mostrado por nosotros en la Figura
IV.9.

Igualmente, resulta muy interesante observar cémo, en el caso de leche
refrigerada y sin conservante, los RCS comienzan a ser anormalmente elevados por
encima del 2° dia de edad de la muestra, lo que limita considerablemente el periodo
de analisis en este tipo de muestras. Ello pudiera ser de aplicacion en el caso de
protocolos analiticos Dbacterioldgicos que pretendan complementarse con la
informacion del RCS. Para el caso del almacenamiento a temperatura ambiente, este
periodo analitico util que garantiza la calidad y fiabilidad del RCS seria solamente de
12 horas (Figura IV.9).

Por ultimo, la interaccion edad x conservacion X temperatura de analisis
(Figura 1V.10) evidencio, de nuevo, un comportamiento diferente en las muestras
conservadas frente a las no conservadas. Respecto a las primeras, se observa una
evolucidon del RCS muy similar en la leche conservada con bronopol para ambos tipos

de temperatura, asi como una mayor proximidad del RCS de las muestras analizadas a
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60° C frente a las analizadas a 40° C, donde las diferencias de RCS en las muestras
mas recientes sobrepasaron, en algunos casos, una décima logaritmica (Figura IV.10).
En efecto, los RCS de las muestras conservadas fueron mas regulares a lo largo del
periodo experimental, a excepcion de las preservadas con dicromato potasico y
analizadas a 60° C, en las cuales el RCS fue cayendo de forma mas acusada que las
conservadas con azidiol y bronopol.

El RCS de la leche sin conservante tuvo una evolucion irregular y diferente al
de las leches conservadas, especialmente cuando fue analizada a 60° C, que alcanzé a
las 24 horas valores demasiado altos (708 x 10° cél./ml) en comparacion con la leche
conservada (rango: de 459 x 10 a 499 x 10° cél./ml).

En conjunto, estos resultados nos permiten evidenciar la eficiencia del método
FOE, en términos de precision y repetibilidad, en el analisis del RCS de la leche
ovina, si bien un adecuado conocimiento de los factores de variacion de este método,
particularmente importantes en lo que se refiere a la temperatura de almacenamiento
y conservante usado, resulta de gran interés para garantizar una calidad analitica
optima. Desde el punto de vista de los muestreos rutinarios del control lechero o de
leche de tanque, utilizando como conservante el dicromato potasico y con una edad
de la muestra inferior a 7 dias, las variaciones inducidas por tales factores pudieran no
revestir excesiva importancia para la determinacion del estado sanitario de las ovejas,
siempre y cuando las muestras sean refrigeradas tras su recogida. Sin embargo, la
uniformidad de conservacion, almacenamiento, edad y temperatura de analisis resulta
obligada en el caso de los controles de calidad de los instrumentos y laboratorios, asi

como en la confeccion de patrones de RCS conocido.
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IV.2. EXPERIENCIA II:

Estudio del efecto de la congelacién sobre el recuento de células
somaticas estimado por el método fluoro-opto-electrénico y de la influencia
de la conservacién, edad de la muestra, tipo de descongelacion vy
temperatura de analisis sobre el recuento celular de la leche de oveja
almacenada a temperatura de congelacion (-20° C)

IV.2.1. COMPARACION DE LOS EFECTOS DE LA REFRIGERACION Y
DE LA CONGELACION EN FUNCION DEL TIPO DE CONSERVACION
UTILIZADA Y DE LA TEMPERATURA DE ANALISIS

El andlisis de varianza (Tabla IV.16) muestra que todos los factores
analizados y sus interacciones tienen un efecto altamente significativo (p < 0,001)
sobre el RCS y que, concretamente, algunos de ellos, como, por ejemplo, el
almacenamiento (F = 982) y la interaccion almacenamiento X temperatura de analisis
(F = 1.019), tienen tanta importancia como el factor oveja (F = 1.184), mientras que
la conservacion (F = 259), la temperatura de andlisis (F = 167) y las interacciones
almacenamiento x conservacion (F = 147), conservacion x temperatura de analisis (F
= 6) y almacenamiento x conservacion x temperatura de andlisis (F = 23), aunque
contribuyeron significativamente (p < 0,001) a la variacidon de la variable en estudio,

lo hicieron en menor magnitud que los dos efectos anteriores.

IV.2.1.1. ALMACENAMIENTO

El efecto del almacenamiento (Tabla IV.17) sobre el RCS ha puesto de
manifiesto la existencia de diferencias altamente significativas (p < 0,001) entre los
RCS de leche refrigerada y los de leche descongelada. Los antilogaritmos de las

medias de minimos cuadrados, aproximadamente equivalentes a las medias

120



IV. Resultados y discusion

geométricas de los RCS, fueron de 333 x 10° cél./ml, para la leche refrigerada, y de
235 x 10° cél./ml, en el caso de la leche descongelada, lo cual supone una reduccién
media del RCS del 29% en el proceso de congelacion, similar a la descrita, en
términos de media aritmética, por GONZALO ef al. (1993) en leche de oveja (28-34%),
y por SCHMIDT-MADSEN (1975) en leche de vaca (30%), pero superior a la encontrada
por BARKEMA ef al. (1997) en leche de esta tltima especie (3,6-12%). A su vez, dicho
porcentaje de descenso coincide con la reduccién del RCS hallada por READ et al.
(1969) mediante el método MD (19-29%) en la leche descongelada de vaca.

Segun GONZALO et al. (1993), la observacion microscopica de la intensidad
tintorial de las células descongeladas permite inferir que esta reduccion del RCS
estaria ligada a una pérdida de afinidad cromatica de los nucleos celulares
descongelados, que limitaria la ganancia de los pulsos eléctricos nucleares, de ahi que
resulte interesante conocer si dicha capacidad se ve estimulada o deprimida por el

tipo de conservante o por la temperatura de analisis.

Tabla IV.16. ANOVA de los efectos de la refrigeracion y de la congelacion,
considerando el tipo de conservacion utilizada y la temperatura de andlisis, sobre el
RCS de leche de oveja (método FOE)

Fuentes de variacion gl F

Oveja 69 1.184,2%**
Almacenamiento 1 082 2%**
Conservacion 3 258,9%**
Temperatura de andlisis 1 167,1%**
Almacenamiento X Temperatura de analisis 1 1.018,9%**
Almacenamiento x Conservacion 3 147,1%%*
Conservacion x Temperatura de andlisis 3 6,0%**
Almacenamiento x Conservacion x Temperatura de analisis 3 23,0%**

gl: grados de libertad.
**% p <0,001.
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Tabla IV.17. Efecto del almacenamiento sobre el RCS de la leche de oveja (método
FOE)

Almacenamiento MMC ES antilog MMC
(x 10°/ml)

Refrigeracion 5,523% 0,005 333

Congelacion 5371° 0,002 235

ES: error estandar; MMC: media de minimos cuadrados.
*®Medias con letras distintas en la misma columna difieren p < 0,001.

IV.2.1.2. INTERACCIONES

En la Tabla siguiente (IV.18) se muestra la interaccién almacenamiento X
temperatura de andlisis sobre el RCS. En dicha Tabla se evidencia que no existen
diferencias significativas de RCS entre muestras refrigeradas y congeladas, siempre
que sean analizadas a 40° C, puesto que las analizadas a 60° C si dan lugar a
diferencias altamente significativas (p < 0,001) a favor de las muestras refrigeradas.
Adicionalmente, queda también de manifiesto que, en refrigeracion, se obtienen
mayores RCS a 60° C que a 40° C (p < 0,001), hecho ya comprobado en la

Experiencia I.

Tabla IV.18. Efecto de la interaccion almacenamiento x temperatura de analisis sobre
el RCS de la leche de oveja analizada con el método FOE

Temperatura MMC antilog MMC (x 10*/ml)
de analisis

Refrigeracion  Congelacion | Refrigeracion  Congelacion

40° C 5.477 5,480 300 302

60° C 5,569° 5,262° 371 183

MMC: media de minimos cuadrados.
*® Medias con letras distintas en la misma fila difieren p < 0,001.
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En congelacion, por el contrario, los RCS de muestras analizadas a 60° C
decaen de forma altamente significativa (p < 0,001) hasta valores muy imprecisos
(183 x 10° cél./ml) y alejados del RCS real (339 x 10° ¢él./ml, Tabla IV.20), de tal
forma que las muestras de leche descongeladas nunca deberian ser analizadas a 60° C.
El mecanismo intimo de accidon que puede explicar este comportamiento permanece
desconocido, si bien probablemente la suma de ambos efectos determine un gran

deterioro de la capacidad de fijacién cromatica nuclear.

Por otra parte, este efecto resulta de gran interés al evidenciar que, bajo
determinadas condiciones (40°C), los RCS de la leche descongelada son muy

proximos a los de la leche refrigerada.

Tabla IV.19. Efecto de la interaccidn almacenamiento X conservacion sobre el RCS
de la leche de oveja analizada con el método FOE

Conservacién MMC antilog MMC (x 10%/ml)
Refrigeracion Congelacion Refrigeracion  Congelacion

Bronopol 5,558" 5,482° 361 303

Dicromato 5,525° 5.441° 335 276

potasico

Sin conservante 5,506" 5,385 321 243

Azidiol 5.502° 5,176° 318 150

MMC: media de minimos cuadrados.
*® Medias con letras distintas en la misma fila difieren p < 0,001.

La interaccion almacenamiento X conservacion se refleja en la Tabla IV.19.
En ella se evidencia que se obtienen mayores (p < 0,001) RCS en refrigeracion que en
congelacion con los cuatro métodos de conservacion. GONZALO ef al. (1993) también
hallaron diferencias significativas entre RCS de leche de oveja refrigerada y
descongelada, conservada siempre con dicromato potdsico, si bien estos autores

encontraron descensos en torno al 25% en leche descongelada respecto a la
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refrigerada, mientras que nosotros, con ese mismo conservante, obtuvimos descensos
del 18% de las medias geométricas. Por su parte, BARKEMA et al. (1997) también
encontraron valores significativamente mas bajos (p < 0,001) del logaritmo neperiano
del RCS después de la descongelacion de la leche de vaca sin conservante, en pleno
acuerdo con nuestros resultados. En consonancia con la Experiencia I, de los tres
tipos de conservante empleados, tanto en congelacion como en refrigeracion, el

bronopol proporcioné mayores RCS que el dicromato potasico (p < 0,01) y que el

azidiol (p <0,01).

Tabla IV.20. Efecto de la interaccion almacenamiento X conservacion X temperatura
de analisis sobre el RCS de la leche de oveja analizada con el método FOE

MMC antilog MMC (x 10*/ml)
Refrigeracion Congelacion | Refrigeracion Congelacion

40° C

Bronopol 3,530 5,547 339 352
Dicromato 5.481° 5,541° 303 348
potasico

Sin conservante 5.,440° 5,515 275 327
Azidiol 5,456 5316 286 207
60° C

Bronopol 5,587 5,417° 386 261
Dicromato 5,568" 5.340° 370 219
potasico

Sin conservante 5.573* 5,256 374 180
Azidiol 5.548" 5,037° 353 109

MMC: media de minimos cuadrados.

*® Medias con letras distintas en la misma fila difieren p < 0,001.
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La interaccidon almacenamiento x conservacion x temperatura de analisis viene
reflejada en la Tabla I'V.20, en la que lo mas importante que cabria sefialar es el hecho
de que, tomando como valor mas fiable el RCS de las muestras con bronopol,
refrigeradas y analizadas a 40° C (339 x 10° c¢él./ml), existen tres condiciones de
conservacion en la congelacion que proporcionan unos RCS muy similares a los de
dicho valor ideal, siempre que la leche sea analizada a 40° C. Estos tres supuestos
analiticos fueron las muestras sin conservante (327 x 10° cél./ml), con dicromato
potasico (348 x 10° cél./ml) y con bronopol (352 x 10* cél./ml). Incluso con este
ultimo conservante, no aparecen diferencias significativas respecto a las mismas
condiciones en refrigeracion (339 x 10° cél/ml). En el resto de los casos, la
congelacion quedaria descartada como método de almacenamiento, debido a la
drastica disminucion originada en el RCS (desde el 23%, en el caso de muestras
descongeladas, conservadas con bronopol y analizadas a 60° C, hasta el 68%, en el

caso de muestras descongeladas, conservadas con azidiol y analizadas a 60° C).

Para finalizar, a efectos practicos y de forma preliminar, estos resultados
permiten concluir, por un lado, que la temperatura 6ptima de analisis de la leche
descongelada es la de 40° C y, por otro, que nunca se deberian analizar muestras
descongeladas que estuvieran conservadas con azidiol, aunque si se podrian analizar
las muestras descongeladas y conservadas con dicromato potdsico o bronopol, o las

descongeladas a las que no se hubiera afiadido ningtin conservante.
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IV.2.2. ESTUDIO DE LA CONSERVACION, EDAD DE LA LECHE,
TIPO DE DESCONGELACION Y TEMPERATURA DE ANALISIS SOBRE EL
RECUENTO CELULAR DE MUESTRAS DE LECHE DE OVEJA MANTENIDAS
A TEMPERATURA DE CONGELACION

Para este estudio utilizamos un modelo en el que se incluyeron, ademas de la
conservacion y de la temperatura de analisis, ya considerados en el apartado anterior,
la edad de la muestra y el tipo de descongelacion, aunque, como ha quedado
demostrado en el andlisis de varianza (Tabla IV.21), su influencia sobre el RCS fue
mucho menor (F = 4,4 para la edad, y F = 105 para el tipo de descongelacion) que los
dos primeros factores mencionados, los cuales tuvieron mas importancia (F = 1.780,
para el efecto conservacion, y F = 4.569, para el efecto temperatura de analisis) que el
factor oveja (F = 1.032). De las interacciones dobles, tan solo las interacciones tipo de
descongelacion x edad y conservacion x edad no fueron significativas (p = 0,05),
mientras que, de las triples, exclusivamente tuvo significacion estadistica (p < 0,001)

la interaccion temperatura de analisis X conservacion x tipo de descongelacion.

IV.2.2.1. TEMPERATURA DE ANALISIS

Al igual que sefialamos en el epigrafe IV.2.1.2, en congelacion se obtuvieron
RCS significativamente (p < 0,001) mas elevados a 40° C (5,480) que a 60° C (5,262),
siendo sus antilogaritmos 302 x 10° y 183 x 10° cél./ml, respectivamente, lo que
indica un acusado descenso en los RCS obtenidos a 60° C. Estos resultados son
contrapuestos a los obtenidos en condiciones de refrigeracion, donde los RCS a 60° C
son significativamente superiores (p < 0,001) que a 40° C. Probablemente, la
combinacion derivada de la descongelacion y del excesivo calentamiento suponga un

traumatismo nuclear que deprima la captacion del colorante y el RCS.

IV.2.2.2. CONSERVACION

Como se evidencia en la Tabla IV.22, los mayores RCS en leche descongelada
corresponden a las muestras que llevan bronopol, mientras que los menores se
encuentran en las muestras conservadas con azidiol. Las diferencias halladas entre los
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cuatro tipos de conservacién son altamente significativas (p < 0,001), si bien el
descenso mas marcado tiene lugar en el caso del azidiol, por lo que el empleo de

dicho conservante se deberia rechazar en muestras que fueran a ser congeladas.

Tabla IV.21. ANOVA del efecto de la conservacion, edad de la leche, tipo de
descongelacion y temperatura de andlisis sobre el RCS (método FOE) en muestras de
leche de oveja mantenidas a temperatura de congelacion

Fuentes de variacion gl F
Oveja 69 1.032,2%**
Temperatura de andlisis 1 4.569,1%**
Conservacion 3 1.780,7%**
Tipo de descongelacion 1 105,0%**
Edad de la leche 3 4. 4%%*
Temperatura de andlisis x Tipo de descongelacion 1 129 4%**
Temperatura de andlisis x Conservacion 3 109,0%%**
Temperatura de andlisis x Edad de la leche 3 6,7***
Conservacion x Tipo de descongelacion 3 5, 7***
Tipo de descongelacion x Edad de la leche 3 2,5N
Conservacion x Edad de la leche 9 1,3NS
Temperatura de andlisis x Conservacion x Tipo de 3 9,3%%*
descongelacion

Temperatura de andlisis x Tipo de descongelacion x Edad de 3 1,4M
la leche

Conservacion x Tipo de descongelacion x Edad de la leche 9 0,5
Temperatura de andlisis x Conservacion x Edad de la leche 9 0,5

gl: grados de libertad.
#x% < 0,001; ** p < 0,01; ™ no significativo (P > 0,05).

127



IV.2. Experiencia Il

Tabla IV.22. Efecto de la conservacion sobre el RCS de la leche descongelada de

oveja analizada con el método FOE

Conservacion MMC ES antilog MMC
(x 10°/ml)

Bronopol 5,482° 0,003 303

Dicromato 5.440° 0,003 275

potasico

Sin conservante 5,386° 0,003 243

Azidiol 5,176 0,003 150

ES: error estandar; MMC: media de minimos cuadrados.

b4 Medias con letras distintas en la misma columna difieren p < 0,001.

IV.2.2.3. TIPO DE DESCONGELACION

El efecto del tipo de descongelacion es presentado en la Tabla IV.23, donde se

muestra que, a pesar de obtener diferencias significativas entre la descongelacion

rapida y la lenta, los RCS derivados de una descongelacion rdpida no superaron en

mas del 7% a los RCS obtenidos tras una descongelacion lenta.

Tabla IV.23. Efecto del tipo de descongelacidon sobre el recuento celular de la leche

descongelada de oveja analizada con el método FOE

dTipo de i MMC ES antilog MMC
esconge acion (X 103/ml)

Rapida 5,388? 0,002 244

Lenta 5,355° 0,002 226

ES: error estandar; MMC: media de minimos cuadrados.

*®Medias con letras distintas en la misma columna difieren p < 0,001.
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IV.2.2.4. EDAD

La Tabla IV.24 refleja la evolucion del RCS con la edad de la leche, siendo de
destacar que, a diferencia de lo que ocurria en la refrigeracion, aqui practicamente no
hay diferencias en el RCS a lo largo de los 60 dias de periodo experimental. Si bien el
dia 30 la leche presenta un RCS significativamente (p < 0,01) mayor que el resto, el
aumento real, en términos de medias geométricas, no supone mas de un 3%. En este
sentido, estos resultados son contradictorios con los referidos por GONZALO ef al.
(1993), que sefialaron que el efecto de la edad en muestras congeladas no era
homogéneo, mientras que BARKEMA et al. (1997), en leche de vaca, hallaron un
descenso mayor en el RCS cuanto mas tiempo permanecia congelada (-20° C) la

muestra a lo largo de 28 dias.

Tabla IV.24. Efecto de la edad de la leche sobre el RCS de la leche descongelada
de oveja analizada con el método FOE

Edad de la leche MMC ES antilog MMC
(x 10°/ml)

1 dia 5,369° 0,003 234

15 dias 5,366° 0,003 232

30 dias 5.381° 0,003 240

60 dias 5,368° 0,003 233

ES: error estandar; MMC: media de minimos cuadrados.
*®Medias con letras distintas en la misma columna difieren p < 0,01.

IV.2.2.5. INTERACCIONES
Los efectos de la interaccion temperatura de analisis X tipo de descongelacion

se pueden ver en la Tabla IV.25, observandose cémo las muestras analizadas a 40° C

dan lugar a RCS muy similares en ambos tipos de descongelacion. No sucede lo
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mismo a 60° C, donde si aparecen diferencias significativas (p < 0,001) en favor de la
descongelacion rapida y donde se muestran, de nuevo, RCS muy inferiores (p <
0,001) a los hallados a 40° C. Estos resultados contradicen la hipotesis de BARKEMA
et al. (1997), segun la cual, el tipo de descongelacion parece que afecta al RCS de la

leche de vaca.

Tabla IV.25. Efecto de la interaccidon temperatura de analisis X tipo de descongelacion
sobre el RCS de la leche descongelada de oveja analizada con el método FOE

Temperatura MMC antilog MMC (x 103/ml)
de analisis

Lenta Rapida Lenta Rapida
40° C 5,482 5,478 303 301
60° C 5,228" 5.297° 169 198

MMC: medias de minimos cuadrados.
*® Medias con letras distintas en la misma fila difieren p < 0,001.

Como puede observarse en la Figura IV.11, la evolucion de los RCS en
funcién de la edad de la muestra y de la temperatura de analisis evidencia que el RCS
se mantuvo practicamente constante a ambas temperaturas, aunque siempre con
valores significativamente mayores (p < 0,001) a 40° C que a 60° C, de forma
contraria a como ocurria en refrigeracion (epigrafe IV.1.3.5) y a lo hallado por
MILLER ef al. (1986).

Por otra parte, en la Tabla IV.26 se pueden observar los efectos resultantes de
la interaccion temperatura de andlisis x conservacion. Este efecto contribuyo, de
forma significativa, a la variacion del RCS en todos los tipos de conservacion. Lo mas
evidente es el pronunciado descenso del RCS en las muestras analizadas a 60° C, el
cual nunca es inferior al 26%, y que, en el caso de las muestras con azidiol, llega al

47%, en términos de media geométrica.
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Tabla IV.26. Efecto de la interaccion temperatura de andlisis X conservacion sobre el
RCS de la leche descongelada de oveja analizada con el método FOE

Conservacién MMC antilog MMC (x 10%/ml)
40° C 60° C 40° C 60° C

Bronopol 5,547 5,417° 352 261

Dicromato 5,541 5,340 348 219

potasico

Sin conservante 5,515 5,256" 327 180

Azidiol 5,316 5,037° 207 109

MMC: media de minimos cuadrados.
> Medias con letras distintas en la misma fila difieren p < 0,001.

Tabla IV.27. Efecto de la interaccion conservacion x tipo de descongelacion sobre el
RCS de la leche descongelada de oveja analizada con el método FOE

Conservacién MMC antilog MMC (x 10/ml)
Lenta Rapida Lenta Rapida

Bronopol 5.,466" 5,498° 292 315

Dicromato 5,435 5,446 272 279

potasico

Sin conservante 5,362° 5,409 230 256

Azidiol 5,156" 5,197 143 157

MMC: media de minimos cuadrados.
> Medias con letras distintas en la misma fila difieren p < 0,001.
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La interaccion conservacion x tipo de descongelacion se representa en la
Tabla IV.27, pudiendo apreciarse que, con la excepciéon de las muestras con
dicromato potasico, hubo diferencias significativas (p < 0,001) entre las muestras
descongeladas lentamente y las descongeladas de forma rapida con los otros tres tipos
de conservacion, proporcionando la descongelacion rapida mayores RCS que la lenta,

aunque nunca superiores a un 10% en términos de media geométrica.

Tabla IV.28. Efecto de la interaccion temperatura de andlisis x conservacion X tipo de
descongelacion sobre el RCS de la leche descongelada de oveja analizada con el
método FOE

MMC antilog MMC (x 10*/ml)

Lenta Rapida Lenta Rapida
40° C
Bronopol 5,545 5,548 351 353
Dicromato 5,542 5,540 348 347
potasico
Sin conservante 5.514 5,516 327 328
Azidiol 5,325 5,307° 211 203
60° C
Bronopol 5,386" 5,448 243 281
Dicromato 5,327° 5,352 212 225
potasico
Sin conservante 5.210° 5,302° 162 200
Azidiol 4,987 5,086 97 122

MMC: media de minimos cuadrados.
*®Medias con letras distintas en la misma fila difieren p < 0,05.
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Aunque las diferencias no son muy pronunciadas, este efecto permitiria, en
principio, decantarnos por el tipo de descongelacion rapida, que es el que ofrece
mayores RCS. Sin embargo, el estudio de la interaccion temperatura de analisis X
conservacion x tipo de descongelacion permite clarificar completamente lo ocurrido,
haciendo comparables ambos tipos de descongelacion a 40° C.

En efecto, esta ultima interaccion, mostrada en la Tabla IV.28, evidencia
como mas destacable que, en las muestras sin conservante, con dicromato potasico o
con bronopol, no existen diferencias significativas entre los RCS de muestras
descongeladas de forma lenta y los de muestras descongeladas por un procedimiento
rapido, siempre que sean analizadas a 40° C. Ademas, en estas circunstancias se
encontraron siempre los mayores RCS, compatibles con altas tasas de precision (327-
353 x 10° ¢él./ml). En el resto de condiciones, la descongelacion rapida dio lugar, en
la mayor parte de los casos, a RCS significativamente (p < 0,05) mas elevados que la
lenta, pero significativamente mas bajos (p < 0,001) que los especificados

anteriormente.

IV.2.3. EXACTITUD, CORRELACION, COMPONENTES DE
VARIANZA Y REPETIBILIDADES ENTRE LOS RECUENTOS OBTENIDOS EN
LAS CONDICIONES OPTIMAS DE ANALISIS

Segun los resultados obtenidos hasta ahora y, mas concretamente, aquéllos
resefiados en las Tablas IV.20 y 28, la leche congelada que posteriormente ha sufrido
descongelacion, independientemente del tipo de la misma, analizada a 40° C y no
conservada, o conservada con bronopol, o con dicromato potasico, da lugar a RCS
bastante exactos, es decir, con valores proximos a los RCS obtenidos en las
condiciones analiticas ideales (leche refrigerada, conservada con bronopol y analizada
a las 24 horas posrecogida a 40° C), demostradas en la Experiencia I.

Sin embargo, considerar la exactitud no seria suficiente para valorar el efecto
de la congelacion, pues habria que evaluar también las correlaciones establecidas
entre las diferentes condiciones analiticas, asi como los componentes de varianza y
las repetibilidades en dichas condiciones concretas. Dado que la edad de la muestra y
el tipo de descongelacion tienen, en la practica, una influencia escasa sobre el RCS

(epigrafe 1V.2.2), hemos estudiado estos aspectos Unicamente en leche descongelada
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de forma rapida, en el momento central del periodo de congelacién (dia 30
posrecogida), analizada a 40° C y con los cuatro tipos de conservacion.

En este sentido, los coeficientes de correlacion (Tabla IV.29) fueron
establecidos entre estas condiciones mencionadas y la leche analizada en condiciones
ideales (refrigerada, con bronopol y analizada a 40° C a las 24 horas posrecogida),
obteniéndose correlaciones muy altas en el caso de la leche descongelada sin
conservante (0,984), con bronopol (0,989) y con dicromato potasico (0,990), aunque

inferiores con el azidiol (0,836).

Tabla 1V.29. Coeficientes de correlacion entre los RCS en
condiciones ideales y los de leche descongelada en las condiciones

de estudio

TR-BR-40
TC-SC-40 0,984
TC-DP-40 0,990
TC-BR-40 0,989
TC-AZ-40 0,836

40: analisis a 40° C; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico;
SC: sin conservante; TC: temperatura de congelacion; TR: temperatura de
refrigeracion.

En efecto, la Figura IV.12 representa la recta de regresion establecida en el
caso de muestras descongeladas y adicionadas con dicromato potésico frente a las
muestras refrigeradas y analizadas en las condiciones optimas de RCS, entre las que
se establece un coeficiente de correlacion de 0,990. Esta recta permite deducir
directamente la validez de la congelacidn, a efectos de RCS, bajo las condiciones
antedichas, dada la practica superposicion de la linea de regresion y la linea de los 45°

y el elevado valor del coeficiente de determinacion (r* = 0,980).
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Por su parte, la recta de regresion entre la leche refrigerada y la congelada y
preservada con azidiol (Figura IV.13) evidencia mucho peores condiciones de

mantenimiento de la integridad celular en el caso de utilizar este ultimo conservante.

Por lo que respecta a las varianzas residuales, como parametros evaluadores
de la variabilidad del RCS entre réplicas (Tabla 1V.30), las encontradas en la leche
refrigerada (0,000631) y en los casos de leche descongelada sin conservante
(0,000904), con dicromato potasico (0,000923) y con bronopol (0,000973) fueron
muy similares o del mismo orden, si bien el valor mas bajo correspondio a la leche
refrigerada. No obstante, en la leche descongelada y conservada con azidiol, la
varianza entre réplicas aument6 drasticamente (0,001064). En esta misma tabla
también se reflejan los valores de F, correspondiendo el valor mas alto (758) a la
leche refrigerada, mientras que el mas bajo fue el de la leche descongelada y
conservada con azidiol (234), en consonancia con los resultados anteriores.
Asimismo, la repetibilidad fue alta en todos los casos (0,991-0,997), al igual que en la
Experiencia I, donde ya habiamos visto que la importancia del efecto oveja
enmascararia las posibles diferencias de repetibilidad entre réplicas, por lo que este

parametro debe ser interpretado con precaucion y a la vista del estudio global.

Tabla 1V.30. Valores F del factor oveja, varianzas residuales, repetibilidades y
errores estandar de los RCS, obtenidos mediante el método FOE, de leche de oveja
en condiciones ideales y en la leche descongelada en las condiciones 6ptimas

Valor F  Varianza Repetibilidad ES

residual
TR-BR-40 758,052 0,000631 0,997 0,001
TC-SC-40 540,383  0,000904 0,996 0,001
TC-DP-40 621,278  0,000923 0,997 0,001
TC-BR-40 579,896  0,000973 0,997 0,001
TC-AZ-40 233,773 0,001064 0,991 0,002

40: analisis a 40° C; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; ES: error estandar;
SC: sin conservante; TC: temperatura de congelacion; TR: temperatura de refrigeracion.
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De todos estos resultados, podemos concluir que la leche congelada el mismo
dia de recogida y analizada por el método FOE a 40° C da lugar a RCS bastante
exactos, repetibles y estrechamente correlacionados con los de la leche refrigerada en
condiciones ideales, siempre que el tipo de conservacion sea sin conservante, con
dicromato potéasico o con bronopol, que son las Unicas condiciones del estudio que
garantizan una auténtica calidad del resultado de RCS. Nunca se deberia congelar

leche conservada con azidiol para la obtencidén del RCS por el método FOE.
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V. Conclusiones

PRIMERA

En la leche de oveja, el método microscopico de referencia con la tincidén azul
de metileno, recomendado por la Federacion Internacional de Lecheria para leche de
vaca, podria considerarse un método aceptable de recuento. Sin embargo, tinciones
mas especificas, como la de May-Griinwald-Giemsa y la pironina Y-verde de metilo,
mejoran los rendimientos del método, al presentar una menor varianza residual entre
réplicas de la misma muestra. Debido al alto extracto seco de la leche de oveja, la
utilizacion de portaobjetos tratados con poli-L-lisina, con el fin de aumentar la
adherencia de la pelicula de leche, resulta altamente recomendable, particularmente en
el caso de la tincién azul de metileno, donde el desprendimiento de la misma se

produce con relativa frecuencia.

SEGUNDA

En la leche de oveja hay una presencia constante, aunque de baja
concentracion, de particulas citoplasmaticas. Su diferenciacion se encuentra
especialmente facilitada con la tincidén pironina Y-verde de metilo. La utilizacion de
azul de metileno o de May-Griinwald-Giemsa, como colorantes, precisa de personal
entrenado en el recuento microscopico para diferenciar las células de las particulas

citoplasmaticas.

TERCERA

El método fluoro-opto-electronico se ha mostrado como un sistema preciso y
repetible para el recuento de células somaticas en la leche de oveja, superando,
incluso, al microscopico de referencia. Sin embargo, su calidad analitica unicamente
puede garantizarse mediante la utilizacion rutinaria de patrones estandar de recuento

conocido, que garanticen una adecuada calibracion del aparato utilizado.
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CUARTA

Para el analisis del contenido celular por el método fluoro-opto-electronico, la
leche de oveja debe ser siempre conservada y almacenada a temperatura de
refrigeracion después de su recogida. La leche refrigerada pero sin conservante debe
ser analizada dentro de las primeras 48 horas posrecogida. La mayor precision y
repetibilidad se producen en la leche preservada con bronopol y analizada a 40° C. En
caso de utilizar otro conservante, la precision mejora ligeramente a una temperatura

de analisis de 60° C. La edad 6ptima de analisis en la leche es menor o igual a 5 dias.

QUINTA

La congelacion de muestras de leche de oveja el mismo dia de su recogida,
con el fin de realizar con posterioridad su recuento celular por el método fluoro-opto-
electrdonico, es factible siempre que, con independencia del tipo de descongelacion, se
analicen a 40° C. La preservacion de la leche no seria, en este caso, necesaria, si bien
pueden usarse el bronopol y el dicromato potasico como conservantes. No se deben

congelar nunca muestras de leche que hayan sido preservadas con azidiol.

SEXTA

Bajo las metodologias rutinarias de recogida de muestras y de su envio al
laboratorio (control lechero, leche de tanque, etc.), las diferencias inducidas por los
factores de variacion estudiados podrian no ser demasiado importantes, siempre y
cuando se utilicen procedimientos muestrales y analiticos correctos; sin embargo,
tales variaciones son de especial interés en el control de calidad intra e

interlaboratorios.
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VI. Resumen

En la presente Memoria de Tesis Doctoral, se estudia la validez del método
FOE para la determinacion del RCS en la leche de oveja, a la vez que se definen las
condiciones optimas, tanto analiticas como de conservacion y almacenamiento de las
muestras, para su utilizacion rutinaria en la leche de esta especie. Para ello se llevaron
a cabo dos experiencias distintas. En la primera se contrastd el método FOE frente al
método MD de referencia, con tres tinciones diferentes (AM, MGG y PVM), al
mismo tiempo que se analizo la influencia del tipo de conservacion, la temperatura de
almacenamiento, la edad de la muestra de leche y la temperatura de analisis sobre el
RCS de la leche. Con este fin, se recogieron 80 muestras de leche individual de oveja,
cada una de las cuales se dividio en 80 alicuotas, que se sometieron a distintas
condiciones, resultantes de combinar entre si 4 condiciones de conservacion (sin
conservante, dicromato potasico, azidiol y bronopol), 2 temperaturas de
almacenamiento (temperatura ambiente y de refrigeracion) y 10 edades diferentes (3
h, 6h, 12h, 1d, 2d, 3d, 4d, 5d, 7d y 9d). Cada alicuota fue analizada por duplicado,
mediante el método FOE, a dos temperaturas analiticas (40 y 60°C). A su vez, a partir
de cada muestra original se determind el RCS mediante el método MD de referencia,
utilizando las tres tinciones antes mencionadas, todas ellas por duplicado.

En la leche de esta especie, el método MD de referencia con la tincion AM, tal
y como recomienda la Federacion Internacional de Lecheria en leche de vaca, puede
considerarse como aceptable, si bien tinciones mas especificas, como la de MGG y la
PVM, mejoraron la repetibilidad del método oficial, al presentar una menor varianza
residual entre réplicas de la misma muestra. La precision no fue sustancialmente
alterada por el colorante utilizado, sino por las condiciones analiticas y de
conservacion. Debido al alto extracto seco de la leche de oveja, la utilizacién de
portaobjetos tratados con poli-L-lisina, con el fin de aumentar la adherencia de la

pelicula de leche, resulté muy recomendable en todos los casos, pero especialmente
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en el caso de la tincion con AM, donde el desprendimiento de la misma se produce
con relativa frecuencia. Igualmente, pudo demostrarse una presencia constante de PC
en la leche de oveja, si bien su concentracion media (14-17 x 10*/ml) fue reducida y
no parecio afectar a la precision de los métodos MD.

Dentro del método FOE, la conservacion, la temperatura de analisis, la edad
de la muestra de leche, el tipo de almacenamiento y la mayoria de las interacciones
dobles y triples incidieron muy significativamente (p < 0,001) sobre el RCS de la
leche de oveja. La mayor precision y la mayor repetibilidad se produjeron en la leche
preservada con bronopol y analizada a 40°C (475 x 10*/ml). Los valores mas elevados
correspondieron a la leche con bronopol (467 x 10°/ml), seguidos por los
conservantes dicromato potasico (431 x 10%/ml) y azidiol (422 x 10*/ml). Sin
embargo, RCS falsamente elevados fueron obtenidos en la leche no preservada (520 x
10°/ml), en la que la proliferacion bacteriana alteré sustancialmente el RCS,
particularmente a la temperatura de analisis de 60°C (561 x 10°/ml). Asimismo, los
RCS a la temperatura analitica de 60°C (474 x 10°/ml) fueron superiores a los
obtenidos a 40°C (442 x 10°/ml). El efecto del modo de almacenamiento de la leche
se tradujo, igualmente, en variaciones del RCS entre 469 x 10°/ml (refrigeracién) y
447 x 10°/ml (temperatura ambiente). La caida del RCS con la edad de la leche a lo
largo del periodo de andlisis fue del 20%. En conjunto, estos resultados aconsejan la
conservacion y la refrigeracion de la leche después de su recogida, siendo la edad
optima de analisis, bajo estas condiciones, menor o igual a 5 dias; sin embargo, la
leche refrigerada pero sin conservante no deberia ser analizada mas alla de las 48 h
posrecogida.

En la segunda experiencia se realiz6 el estudio del efecto de la congelacion
sobre el RCS estimado por el método FOE vy, particularmente, de la influencia del
conservante, tipo de descongelacion, edad de la muestra y temperatura de analisis
sobre dicha variable. Con este fin, 70 muestras individuales de leche fueron repartidas
en 68 alicuotas, las cuales fueron divididas en 4 bloques de 17 alicuotas cada uno,
correspondientes a los mismos tipos de conservacién que los de la experiencia
anterior. De cada grupo de 17 alicuotas, una se conservd a temperatura de
refrigeracion (4°C), y las 16 restantes fueron congeladas a -20°C. Las alicuotas
refrigeradas se analizaron por duplicado a las 24 h, tanto a 40 como a 60°C, mientras
que las congeladas se dividieron en 4 lotes de 4 alicuotas para ser analizadas a las

edades de 1, 15, 30 y 60 dias. Para cada edad se procedio a realizar dos tipos de
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VI. Resumen

descongelacion: lenta y rapida. Dos de las 4 alicuotas de cada lote de edad siguieron
una descongelacion lenta, analizandose por duplicado a 40 y a 60°C, mientras que las
otras 2 restantes fueron descongeladas de forma rapida e, igualmente, analizadas por
duplicado a dichas temperaturas.

El efecto de la temperatura de almacenamiento evidencio la existencia de
diferencias muy significativas (p < 0,001) entre los RCS de la leche refrigerada (333 x
10*/ml) y los de la leche descongelada (235 x 10°/ml). Este descenso del RCS en la
congelacion se produjo, especialmente, en las muestras conservadas con azidiol (150
x 10*/ml) y en la temperatura analitica de 60°C (183 x 10°/ml), de manera que,
exceptuando estas condiciones desfavorables, los RCS de la leche descongelada (327-
352 x 10*/ml) no fueron muy diferentes a los de la refrigeracion (275-339 x 10*/ml),
que, en este caso, actuaron como referentes. De igual modo, las varianzas residuales
de las muestras congeladas fueron similares a las de la leche refrigerada, y los
coeficientes de correlacion resultaron ser muy elevados. Finalmente, el estudio de los
factores de variacion del RCS permitio definir las condiciones analiticas y de
preservacion optimas para la determinaciéon del RCS de la leche descongelada

mediante el método FOE.
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Vil. Summary

In this Ph.D. memory we study the validity of the fluoro-opto-electronic
(FOE) method for somatic cell count (SCC) determination in sheep milk. For its daily
use in the milk of this species, it is also determined the optimun conditions for
analysis, preservation and storage of samples. For this purpose we performed two
kind of experiments. In the first one, we compared the FOE and the reference direct
microscopic (DM) methods, with three different stains: methylene blue (MB), May-
Grinwald-Giemsa (MGG) and pyronin Y-methyl green (PMG). It was also analyzed
the influence of preservation conditions, storage temperature, milk age and analysis
temperature on milk SCC. Thus, we obtained 80 samples from different ewes. Each
of them was divided in eighty aliquotes which were analyzed under the different
conditions resulting from the combination of the following parameters: 4 preservation
conditions (without preservative, potassium dichromate, azidiol and broponol), 2
preservation temperatures (room temperature and refrigeration) and 10 ages (3 h, 6 h,
12h,1d,2d,3d,4d,54d,7dand 9 d). Duplicates were analyzed by the FOE
method at two analytical temperatures (40 and 60°C). Simultaneously, duplicates
were studied by the reference DM method for SCC, using the aforementioned stains.

In sheep milk, the reference DM method with the MB stain (as it is
recommended by the International Dairy Federation in cow milk) can be considered
as acceptable. Nevertheless, more specific stains, like MGG and PMG, improved the
repeatability of the official method, because showed an smaller residual variance
among replicates from the same sample. Precision was influenced by analytical and
preservation conditions, but not by staining. It was highly advisable the use of poly-
L-lysine to increase adherence of the milk film to the slide, given the high dry extract
content of sheep milk, and particularly for the MB stain, in which it was frequent the

release of the milk. It was also observed the constant presence of cytoplasmic
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particles in sheep milk, although the average concentration (14-17 x 10° cel./ml) was
small and it did not seem to affect the DM method precision.

Preservation, analysis temperature, sample age, storage, and most of double
and triple interactions markedly affected (p < 0.001) the sheep milk SCC by the FOE
method. Increased precision and repeatability was obtained with broponol
preservation and 40°C analysis (475 x 10° cel./ml). Higher values were observed in
milk with bronopol (467 x 10° cel./ml), followed by potassium dichromate (431 x 10°
cel./ml) and azidiol (422 x 10* cel./ml) preservatives. However, high false SCC were
obtained in non preserved milk (520 x 10° cel./ml), in which bacterial proliferation
markedly changed it, particularly at analysis performed at 60° C (561 x 10° cel./ml).
Higher SCC were also obtained at analytical temperature 60° C (474 x 10° cel./ml)
than at 40°C (442 x 10° cel./ml). Storage temperature also influenced, changing
values from 469 x 10* cel./ml (refrigeration) to 447 x 10* cel./ml (room temperature).
Decreasing of SCC at different milk ages during the analysis period was 20%.
Altogether, this results suggest the preservation and refrigeration of milk after
recollection. Optimal analysis age, under these conditions, are 5 days or less.
However, non refrigerated and non preserved milk should not be analyzed after 48 h.

In the second experiment, it was analyzed the effect of freezing, the
preservative used, thawing method, sample age and temperature of analysis on the
SCC by the FOE method. Thus, 68 aliquotes were obtained from each of 70 samples,
and divided in four blocks of 17 aliquotes each, corresponding to the same
preservation conditions described in the previous experiment. From the 17 aliquotes,
one was storaged in refrigeration, and the others at —20°C. Duplicates from the
refrigerated aliquotes were analyzed at 24 h (at 40 and 60° C). Frozen aliquotes were
divided in four lots of four aliquotes to be analyzed at 1, 15, 30 and 60 d. Two of
these aliquotes were slowly thawed and duplicates analyzed at 40 and 60°C. The other
two aliquotes were quickly thawed and processed in the same manner.

Very significant variations were obtained in the SCC depending on the storage
temperature: 333 x 10° cel./ml in refrigeration and 235 x 10° cel./ml in freezing. This
SCC decrease in freezing conditions was mainly obtained in samples preserved with
azidiol (150 x 10° cel./ml) and at analytical temperature 60° C (183 x 10° cel./ml). No
major differences were observed between thawed (327-352 x 10° cel./ml) and
refrigerated milk (the reference point, 275-339 x 10° cel./ml) in the other conditions

studied. Residual variances of thawed samples were similar and comparable to
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refrigerated milk, and their correlation coeficients were very high. Finally, study of
these factors allowed us to define the optimal analytical and preservation conditions
for SCC determination by the FOE method.
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Leucocito polimorfonuclear
Pironina Y-verde de metilo
Coeficiente de correlacion
Coeficiente de determinacion
Recuento de células somaticas
Recuento electronico de particulas
Recuento de particulas por analisis de flujo continuo
Sin conservante

Somatic cell count

Temperatura

Temperatura ambiente (20° C)
Temperatura de congelacion (-20° C)
Temperatura de refrigeracion (4° C)

Tripticasa-caldo de soja



XI. ANEXO:

Recuentos de células somaticas, en términos de logaritmo decimal,
obtenidos por microscopia directa (3 tinciones) y por el método fluoro-opto-
electrénico a las 24 horas posrecogida, correspondientes a las 80 muestras,
por duplicado, de la Experiencia |






N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR
TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
1 3,602 4,785 4,740 5,170 4,929 4,756 4,799 6,242 5,107 4,785 4,716 5,000 4,833 4,857 4,833 4,886 4.839 4,756 4,799
1 4,000 4,973 4,699 5,270 5,004 4,799 4,892 6,178 5,143 4,785 4,903 4,929 4,869 4,839 4,857 4,898 4,857 4,845 4,851
2 4,477 4,623 4,176 5,642 4,643 4,505 4,663 5,754 4,771 4,602 4,591 4,690 4,602 4,613 4,580 4,681 4,708 4,602 4,531
2 4,398 4,653 4,447 5,667 4,792 4,591 4,633 5,825 4,845 4,602 4,568 4,857 4,643 4,623 4,653 4,663 4,690 4,568 4,613
3 4,380 4,380 4,380 5,461 4,833 4,531 4,748 5,873 5,104 4,716 4,556 4,672 4,643 4,568 4,672 4,663 4,748 4,763 4,663
3 4,623 4,633 4,146 5,501 4,881 4,672 4,792 5,920 5,097 4,792 4,643 4,643 4,699 4,477 4,699 4,820 4,785 4,792 4,732
4 4,462 4,491 4380 5,569 4,756 4,380 4,556 5,842 4,892 4,447 4,505 4,845 4,447 4,431 4,505 4,716 4,505 4,447 4,580
4 4,591 4,362 4,462 5,601 4,699 4,431 4,568 5.840 4,875 4,477 4,462 4,839 4,602 4,519 4,462 4,771 4,491 4,544 4,491
5 4,613 4,415 4,431 4,633 4,531 4,491 4,544 4,491 4,519 4,342 4,462 4,544 4,531 4,544 4,643 4,505 4,491 4,431 4,505
5 4,591 4,580 4,491 4,708 4,602 4,447 4,613 4,568 4,431 4,477 4,380 4,556 4,556 4,531 4,633 4,362 4,447 4,398 4,415
6 4,672 4,613 4,602 5,196 4,806 4,763 4,778 5,666 4,886 4,699 4,716 4,845 4,785 4,778 4,699 4,857 4,681 4,690 4,785
6 4,623 4,892 4,633 5,305 4,833 4,839 4,785 5,713 4,940 4,732 4,740 4,813 4,799 4,785 4,863 4,924 4,806 4.813 4,763

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR

TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
7 4,568 4,568 4,672 5,505 4,716 4,643 4,681 5,806 5,049 4,580 4,643 4,653 4,568 4,556 4,699 4,653 4,643 4,699 4,690
7 4,740 4,740 4,544 5,549 4,820 4,580 4,663 5,897 5,076 4,623 4,591 4,708 4,716 4,690 4,748 4,681 4,716 4,732 4,672
8 4,778 4,903 4,556 5,241 5,009 4,944 5,037 5911 4,914 4,881 4,851 5,000 4,857 4,845 4,929 4,973 4,826 4,839 4,949
8 4,672 5,000 4,716 5,365 4,973 4,919 5,090 5,943 4,914 4,987 4,903 5,017 4,968 4,886 5,037 4,944 4,949 4919 4,881
9 4,602 5,000 4,954 5,228 4,991 4,886 4,944 6,280 5,029 5,004 4,748 5,004 4,949 4996 4,973 4,892 4,898 4,959 4,892
9 4,881 5,045 5,025 5,253 5,009 4,978 5,057 6,313 5,117 4,949 4,799 4,964 4,964 4,987 4,903 4,959 4,964 4,924 4,940
10 4,839 4,929 5,111 5,253 5,190 4,987 5,188 5,164 5,086 5,009 5,104 5,086 5,114 5,009 5,204 5,090 5,057 5,100 5,083
10 4,778 4,964 5,149 5,236 5,253 5,021 5,276 5,152 5,111 5,083 5,037 5,167 5,114 5,090 5,210 5,137 5,107 5,079 5,130
11 4,886 4,763 4,531 5,064 4,813 4,699 4,863 5,600 4,851 4,756 4,799 4,934 4,771 4,778 4,839 4,756 4,851 4,732 4,914
11 4,826 4,959 4,653 5,301 4,914 4,857 4,845 5,759 4,903 4,845 4914 4,839 4,903 4,820 4,863 4,839 4,914 4,845 4,833
12 4,813 4,940 4,663 5,380 4,944 4,924 4,919 6,065 5,068 4,845 4,875 4,908 4,851 4,806 4,869 4,924 4,833 4,903 4,949
12 4,919 4,820 4,431 5,377 5,053 4,924 4987 6,099 5,068 4,863 4,845 4,973 4,886 4,929 4,886 4,886 4,914 4,954 4,886

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR

TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
13 4,708 4,914 4,978 5,086 4,886 4,903 4,949 5927 4,954 4,839 4,826 4,857 4,820 4,845 4,929 4,863 4,851 4,892 4,903
13 5,061 4,959 4,954 5,143 4,944 4,944 5,013 5,942 4,934 4,806 4,869 4,949 4,996 4,908 4,886 4,929 4,914 4,934 4,908
14 4,845 4,987 4,806 5,286 5,104 4,940 5,137 5,531 4,875 4,892 4,875 5,100 5,086 4,934 5,104 4,881 4,964 4,898 4,892
14 4,954 5,134 4,785 5,350 5,137 5,045 5,158 5,612 4,991 4,934 4,924 5,140 5,093 4,982 5,057 4,964 4,914 4,949 5,013
15 4,869 4,845 4,929 5,585 5,004 4,886 4,996 5,923 5,330 4,875 4,959 4,908 4,964 5,201 4,968 4,954 5,033 4,964 4,973
15 4,973 5,068 4,964 5,633 5,004 4,944 5,004 5,931 5,274 4,881 4,940 4,949 5,017 4,982 4,973 4,973 4,940 5,033 5,104
16 4,959 4982 4,623 5,121 4,978 4,959 5,140 5,378 4,996 5,033 4,949 5,013 4,929 4,903 5,037 5,083 4,978 4,944 4,881
16 4,903 4,982 4,898 5,130 5,076 4,987 5,220 5,401 5,064 5,057 4,991 5,068 4,982 4,959 5,068 5,053 5,021 4,964 4,978
17 4,845 5,140 4,949 5,619 5,114 5,009 5,100 6,170 5,458 4,944 4,959 5,185 5,061 5,093 5,097 5,057 4,934 4,964 5,072
17 5,064 5,158 4,886 5,708 5,179 5,045 5,093 6,174 5,531 4,964 5,021 5,161 5,090 5,053 5,121 5,072 5,037 4,987 5,111
18 4,964 4,820 4,892 5,246 5,049 5,017 5,137 5,230 5,152 4,964 4,954 5,097 5,049 4,991 5,049 5,045 4,982 4,968 4,973
18 5,045 5,029 4,833 5,241 5,114 4,996 5,158 5,389 5,179 4,944 5,057 5,152 5,090 5,049 5,100 5,009 5,017 5,009 4,973

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR
TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
19 4,964 4,892 5,064 5,104 5,068 4,914 5,117 5,064 4,968 4,903 5,041 5,004 5,004 4,929 5,190 5,076 5,021 4,982 5,025
19 5,149 4,944 5,140 5,121 5,057 4,954 5,127 5,009 5,009 5,009 4,973 5,053 5,013 4,934 5,124 5,068 5,013 4,978 5,009
20 5,049 5,215 4,875 5,667 5,061 5,037 5,170 5,540 5,021 5,029 5,029 5,017 5,033 5,086 5,104 5,093 5,033 5,072 5,086
20 5,093 5,127 4,944 5,807 5.149 5,076 5,199 5,528 5,086 5,104 5,090 5,104 5,114 5,049 5,130 5.164 5,068 5,121 5,121
21 5,104 4,914 5,079 5,190 5,033 4,886 5,167 5,155 4,987 4,996 4,982 4,978 4,954 4,839 5,013 5,037 4,903 4,944 4,991
21 5,041 4,991 4,857 5,164 5,061 4,857 5,140 5,140 5,041 4,996 5,025 5,004 4,924 4,857 5,057 5,009 4,991 4,964 4,996
22 4,968 5,146 5,179 5,653 5,384 5,380 5,407 6,103 5,380 5,314 5,307 5,384 5,354 5,336 5,384 5,270 5,350 5.223 5,336
22 5,320 5,176 5,314 5,724 5,450 5,378 5,459 6,083 5,384 5,324 5,334 5,400 5,391 5,350 5,423 5312 5,344 5,314 5,358
23 5,124 5,401 5,303 5,474 5336 5,279 5,310 5,892 5,391 5,310 5,362 5,307 5,314 5,301 5,344 5,332 5,322 5,322 5,362
23 5,207 5,340 5,338 5,561 5,452 5,369 5,410 5,962 5,449 5,332 5,375 5,405 5,378 5,367 5,382 5,393 5,330 5,362 5,389
24 5,207 5,238 5,049 5,155 5,201 5,086 5,265 5,745 5,134 5,155 5,179 5,155 5,143 5,173 5,207 5,185 5,215 5,114 5,201
24 5,204 5,230 5,149 5,301 5,207 5,124 5,290 5,782 5,210 5,179 5,176 5,179 5,212 5,196 5,286 5,236 5,230 5,182 5,233

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR

TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
25 5307 5212 5301 5,121 5217 5,068 5272 5215 5238 5201 5236 5,061 5,152 5,061 5212 5220 5,167 5,182 5220
25 5,193 5276 5225 5,199 5265 5,079 5246 5238 5,196 5228 5243 5,097 5,107 5,009 5241 5230 5238 5248 5225
26 5279 5274 5299 5417 5312 5201 5310 5841 5,544 5253 5223 5276 5265 5207 5281 5250 5250 5310 5,290
26 5330 5236 5320 5,623 5324 5220 5338 5,853 5,639 5248 5233 5272 5253 5207 5270 5276 5279 5310 5338
27 5258 5,530 5276 5471 5423 5338 5435 5,724 5420 5380 5405 5498 5401 5412 5455 5474 5459 5417 5467
27 5356 5,524 5373 5,525 5468 5382 5491 5840 5462 5398 5422 5480 5449 5442 5452 5430 5480 5435 5453
28 5334 5332 5225 5428 5299 5250 5338 ND 5,512 5310 5316 5364 5297 5238 5318 5401 5332 5307 5330
28 5312 5436 5,170 5438 5328 5274 5384 ND 5,585 5297 5371 5356 5316 5348 5391 5438 5428 5382 5367
29 5371 5334 5297 5,641 5354 5373 5396 5,985 5,509 5408 5413 5,519 5405 5365 5362 5,500 5,386 5,369 5412
29 5276 5422 5373 5,652 5452 5425 5393 6,025 5,571 5265 5420 5,539 5375 5405 5428 5,547 5405 5465 5352
30 5491 5389 5418 5,624 5417 5312 5398 5936 5386 5364 5389 5340 5413 5369 5373 5358 5365 5377 5,380
30 5373 5405 5393 5,657 5433 5326 5405 5907 5422 5393 5367 5354 5389 5350 5340 5378 5425 5398 5412

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR

TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
31 5,539 5,543 5425 5,502 5425 5403 5479 5825 5396 5369 5377 5418 5396 5367 5369 5348 5367 5384 5407
31 5483 5498 5420 5,548 5420 5420 5,508 5,851 5453 5433 5422 5436 5377 5387 5412 5400 5384 5427 5405
32 5,509 5,543 5,560 5,521 5,599 5436 5,579 5,582 5,545 5,508 5,545 5378 5484 5365 5,540 5,526 5,542 5,529 5,531
32 5,560 5,509 5566 5,502 5,591 5418 5,583 5,555 5,568 5,520 5,583 5386 5490 5387 5,554 5,565 5580 5,554 5,615
33 5,580 5,524 5,565 5,676 5,624 5,579 5,621 6,047 5621 5,540 5,588 5,589 5603 5,579 5,619 5594 5,625 5,600 5,607
33 5,567 5,585 5,519 5,679 5,656 5,553 5,680 6,047 5644 5591 5,621 5,585 5,656 5,614 5,649 5646 5652 5607 5,648
34 5,560 5,576 5,502 ND 5,605 5,562 5,649 ND 5,528 5,533 5,562 5471 5456 5446 5551 5,540 5,524 5,522 5,525
34 5,607 5,551 5,620 ND 5,626 5588 5659 ND 5535 5,576 5,562 5487 5464 5456 5,561 5,542 5511 5,539 5,559
35 5631 5,602 5551 ND 5,575 5332 5581 ND 5,522 5412 5,553 5442 5425 5456 5515 5468 5516 5,508 5,568
35 5,598 5,623 5,637 ND 5,547 5326 5565 ND 5,542 5431 5576 5442 5410 5479 5508 5446 5,528 5,525 5,583
36 5,626 5,665 5,676 5874 5,652 5,500 5,617 ND 5,659 5624 5654 5,726 5,677 5,567 5,627 5,732 5,624 5660 5626
36 5,634 5,729 5568 5915 5702 5556 5,666 ND 5745 5,632 5685 5,776 5,675 5632 5,677 5,757 5659 5,630 5,655

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR
TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
37 5,619 5,646 5,634 5,768 5,637 5,569 5,674 5,843 5,702 5,649 5,660 5,702 5,629 5,619 5,676 5,713 5,697 5,676 5,694
37 5,670 5,598 5,712 5,768 5,714 5,694 5,780 5,885 5,788 5,728 5,705 5,707 5,688 5,717 5,720 5,737 5,759 5,738 5,744
38 5,665 5,654 5,655 5,605 5,623 5,587 5,653 5,747 5,584 5,621 5,682 5,481 5,563 5,550 5,642 5,625 5,624 5,622 5,689
38 5,680 5,652 5,650 5,615 5,653 5,609 5,663 5,732 5,649 5,675 5,717 5,539 5,590 5,526 5,646 5.624 5,692 5,624 5,691
39 5,742 5,785 5,622 ND 5,623 5,465 5,646 ND 5,649 5,611 5,629 5,558 5,576 5,565 5,606 5,672 5,644 5,636 5,643
39 5,717 5,775 5,687 ND 5,661 5,520 5,702 ND 5,665 5,624 5,654 5.554 5,577 5,559 5,643 5,699 5,680 5,673 5,687
40 5,746 5,660 5,733 ND 5,555 5,373 5,609 ND 5,587 5,533 5,568 5,403 5,551 5,422 5,581 5,519 5,589 5,526 5,558
40 5,735 5,646 5,654 ND 5,618 5,407 5,626 ND 5,617 5,534 5,632 5,398 5,580 5,389 5,594 5,553 5,620 5,580 5,582
41 5,733 5,769 5,757 5,614 5,657 5,568 5,664 5,673 5,658 5,653 5,644 5,575 5,611 5,575 5,635 5,697 5,640 5,645 5,661
41 5,782 5,705 5,745 5,612 5,673 5,560 5,717 5,663 5,680 5,666 5,695 5,576 5,626 5,530 5,663 5,679 5,680 5,674 5,704
42 5,772 5,807 5,807 5,700 5,627 5,618 5,672 6,010 5,796 5,542 5,707 5,742 5,729 5,710 5,715 5,717 5,708 5,697 5,702
42 5,797 5,847 5,858 5,803 5,750 5,690 5,745 6,046 5,800 5,581 5,722 5,744 5,746 5,685 5,790 5,775 5,734 5,728 5,739

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR
TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
43 5,783 5,786 5,782 ND 5,724 5,646 5,766 ND 5,736 5,740 5,763 5,652 5,696 5,630 5,752 5,740 5,715 5,755 5,762
43 5,787 5,740 5,814 ND 5,785 5,678 5,767 ND 5,732 5,756 5,766 5,642 5,708 5,658 5,751 5,788 5,779 5,785 5,763
44 5,776 5,713 5,752 5,362 5,748 5,450 5,723 5,700 5,688 5,609 5,705 5,314 5,594 5,408 5,677 5,648 5,687 5,701 5,693
44 5,799 5,567 5,808 5,394 5,735 5,446 5,741 5,707 5,695 5,631 5,736 5.260 5,642 5,400 5,697 5,671 5,693 5,702 5,726
45 5,838 5,864 5,834 ND 5,756 5,657 5,823 ND 5,766 5,785 5,816 5.573 5,773 5,605 5,831 5,808 5,805 5,794 5.820
45 5,785 5,937 5914 ND 5,829 5,674 5,859 ND 5,760 5,813 5,839 5,561 5,780 5,591 5,829 5.826 5,820 5,837 5,841
46 5,848 5,823 5,834 5,723 5,696 5,599 5,674 6,091 5,726 5,704 5,751 5,643 5,667 5,658 5,675 5,710 5,747 5,694 5,750
46 5,794 5,766 5,775 5,781 5,743 5,704 5,751 6,097 5,726 5,751 5,756 5,684 5,684 5,686 5,733 5,713 5,763 5,736 5,753
47 5,818 5,753 5,862 5,773 5,748 5,679 5,744 5,831 5,695 5,677 5,757 5,660 5,708 5,698 5,723 5,719 5,703 5,723 5,763
47 5,863 5,757 5,843 5,813 5,767 5,687 5,761 5,816 5,729 5,667 5,741 5,697 5,695 5,692 5,750 5,719 5,763 5,740 5,779
48 5,861 5,777 5,765 5,667 5,716 5,593 5,750 5,838 5,678 5,733 5,760 5,589 5,665 5,574 5,730 5,677 5,736 5,679 5,748
48 5,823 5,772 5,816 5,718 5,744 5,593 5,766 5,806 5,732 5,719 5,749 5,593 5,713 5,563 5,745 5,729 5,766 5,734 5,758

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR

TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
49 5,903 5,846 5.847 5,788 5,798 5753 5815 5,751 5,772 5,741 5812 5713 5,786 5,769 5,779 5,752 5,797 5,757 5,831
49 5,808 5,807 5,801 5,794 5,843 5769 5829 5713 5807 5,760 5845 5,736 5,759 5,780 5810 5,760 5819 5,769 5855
50 5,877 5,840 5914 5,805 5851 5789 5,834 5848 5876 5,858 5.877 5,708 5,846 5724 5855 5859 5899 5846 5,865
50 5,873 5,938 5,935 5,799 5,898 5792 5873 5879 5895 5840 5926 5,714 5865 5,740 5861 5,857 5,890 5,895 5,882
51 5,878 5,918 5,899 ND 5872 5,750 5879 ND 5840 5831 5,849 5740 5840 5,779 5862 5850 5861 5,854 5867
51 5,908 5,938 5881 ND 5900 5814 588 ND 5890 5866 5886 5,732 5822 5,757 5848 5901 5873 5876 50911
52 5,885 5,885 5901 5,838 5,805 5,774 5,825 6,397 5,857 5,826 5.859 5,832 5,838 5813 5,823 5,888 5.847 5816 5,797
52 5971 5,932 5,883 5,899 5871 5846 5847 6,407 5873 5874 5889 5832 5818 5838 5846 5859 5914 5848 5859
53 5926 5,983 5923 ND 5940 5744 5937 5878 5,882 5839 5943 5828 5930 5,794 5935 5874 5957 5,868 5,923
53 5,996 6,053 5,978 ND 5927 5,782 5954 5859 5900 5,853 5968 5825 5917 5,777 5,953 5,909 5937 5921 5,943
54 5,933 6,071 6,033 5,943 5947 6,001 5,982 6,025 6,005 5989 5990 5981 5913 5960 5939 6,008 6,020 6,008 6,001
54 6,034 6,037 6,006 5978 6,038 5,986 5989 6,054 6,041 6,074 6,042 5988 5985 5975 5947 6,060 6,030 6,071 6,088

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR

TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
55 6,024 5,981 5,958 5,933 5,892 5791 5,893 ND 5831 5842 5904 5777 5872 5,792 5873 5892 5883 5879 5918
55 5,980 5,979 5,948 5952 5916 5,795 5912 ND 5889 5862 5931 5769 5847 5778 5885 5924 5924 5903 5,969
56 5,968 5,990 6,050 5,889 5928 5859 5956 6,002 5957 5964 6,005 5812 5872 5892 5944 5952 5985 5963 5,987
56 6,061 5,993 5,997 5934 5958 5919 5,979 5996 6,009 5977 6,028 5828 5888 5874 5959 5975 6,002 5976 6,009
57 6,067 6,031 5,982 5,908 5,937 5,903 5,987 5930 5,940 5950 5,996 5870 5943 5918 5973 5951 5975 5967 6,005
57 6,003 6,012 5,992 5927 5,993 5928 5,999 5968 6,002 5969 6,023 5881 5933 5915 5984 6,000 6,021 5980 5979
58 6,112 6,043 6,033 6,029 6,048 5941 6,039 6,036 5964 6,037 6,020 5929 6,010 5942 6,048 6,018 6,024 6,033 5999
58 6,143 6,088 6,077 6,056 6,056 5,965 6,083 6,055 5,979 6,049 6,052 5949 6,012 5953 6,044 6,044 6,046 6,048 6,029
59 6,166 6212 6,160 6,076 6,122 6,028 6,106 6,125 6,118 6,138 6,178 6,001 6,043 6,028 6,128 6,121 6,123 6,123 6,148
59 6,188 6,180 6,210 6,140 6,139 6,053 6,185 6,134 6,139 6,166 6,193 5999 6,046 6,032 6,125 6,139 6,153 6,121 6,167
60 6,175 6245 6229 6,118 6,092 6,087 6,128 6267 6,178 6,184 6212 6,123 6,143 6,130 6,166 6,198 6,188 6,217 6,215
60 6214 6208 6202 6226 6,195 6,150 6232 6266 6,199 6214 6220 6,177 6,174 6,171 6,188 6236 6,186 6,237 6,245

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR

TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
61 6,201 6,196 6,178 6,087 6,115 6,027 6,082 6,301 6,125 6,133 6,140 6,092 6,069 6,056 6,129 6,118 6,148 6,130 6,136
61 6,195 6,151 6,184 6,171 6,136 6,098 6,151 6291 6,178 6,155 6,196 6,141 6,136 6,077 6,137 6,181 6,186 6,162 6,175
62 6,192 6221 6,175 5,873 5,939 5950 6,027 ND 6,154 6,110 6,054 6,087 6,100 6,039 6,086 6,052 6,100 6,070 6,078
62 6,208 6217 6,197 5945 6,074 6,010 6,118 ND 6,168 6,089 6,078 6,138 6,094 6,084 6,132 6,118 6,104 6,143 6,115
63 6,207 6,150 6,227 6,167 6,120 6,089 6,181 6,157 6,176 6,150 6240 6,097 6,104 6,107 6,172 6,181 6,184 6,184 6,193
63 6.202 6264 6209 6,145 6,150 6,133 6,205 6,221 6,183 6,195 6,230 6,097 6,124 6,124 6206 6,199 6220 6223 6,205
64 6.224 6293 6,192 6,029 6,156 5,996 6,149 6208 6,166 6,172 6202 5911 6,027 5984 6,094 6,189 6,192 6,179 6,201
64 6279 6291 6253 6,024 6216 6,037 6209 6246 6208 6214 6226 5906 6,021 6,001 6,082 6207 6212 6,190 6,233
65 6.262 6266 6284 6253 6,198 6,158 6,241 6321 6211 6214 6268 6,080 6,198 6,120 6222 6,226 6220 6221 6,266
65 6,291 6,300 6,317 6270 6264 6,184 6270 6,352 6238 6249 6295 6,076 6241 6,125 6235 6251 6259 6250 6276
66 6.292 6367 6269 6,196 6222 6218 6272 6279 6249 6263 6298 6,149 6212 6221 6263 6270 6276 6277 6,291
66 6,294 6,322 6279 6204 6255 6241 6,302 6282 6,303 6275 6325 6,135 6217 6217 6295 6288 6,322 6296 6,322

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR

TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
67 6,317 6,309 6,308 6,126 6,256 6,149 6,254 6,225 6,223 6,227 6,265 6,108 6,211 6,140 6,226 6,234 6,241 6,229 6,255
67 6,314 6,313 6,314 6,111 6,268 6,193 6,300 6,249 6,250 6,292 6,296 6,106 6,223 6,154 6,252 6,263 6,274 6,252 6,273
68 6,302 6,362 6,349 6,316 6,335 6,236 6,309 6,151 6,312 6,331 6,370 6,031 6,131 6,161 6,186 6,330 6,360 6,331 6,382
68 6,435 6,336 6,439 6,354 6,360 6,236 6,317 6,315 6,391 6,341 6,409 5,988 6,116 6,123 6,171 6,354 6,414 6,346 6,398
69 6,505 6,523 6,535 6,456 6,363 6,348 6,446 ND 6,458 6,493 6,526 6,202 6,318 6,328 6,368 6,488 6,485 6,488 6,513
69 6,525 6,512 6,545 6,463 6,484 6,419 6,496 ND 6,509 6,504 6,554 6,185 6,313 6,325 6,359 6,494 6,518 6,522 6,562
70 6,521 6,556 6,543 6,363 6,395 6,373 6,487 6,512 6,537 6,527 6,526 6,519 6,459 6,440 6,496 6,478 6,510 6,513 6,516
70 6,535 6,527 6,553 6,487 6,496 6,463 6,529 6,565 6,552 6,556 6,587 6,472 6,486 6,471 6,504 6,518 6,553 6,533 6,542
71 6,560 6,567 6,554 6,440 6,408 6,362 6,461 ND 6,501 6,483 6,543 6,056 6,322 6,277 6,393 6,495 6,520 6,505 6,528
71 6,523 6,545 6,562 6,505 6,463 6,409 6,503 ND 6,532 6,523 6,555 6,040 6,295 6,266 6,395 6,525 6,541 6,529 6,551
72 6,612 6,572 6,588 6,514 6,525 6,492 6,537 6,601 6,551 6,584 6,557 6,342 6,493 6,453 6,490 6,587 6,584 6,571 6,606
72 6,604 6,599 6,611 6,545 6,582 6,530 6,580 6,627 6,583 6,612 6,656 6,331 6,498 6,466 6,515 6,611 6,604 6,613 6,637

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR

TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
73 6,673 6,725 6,688 6,584 6,654 6,615 6,657 6,647 6,684 6,684 6,698 6,657 6,646 6,637 6,681 6,654 6,680 6,667 6,692
73 6,662 6,698 6,648 6,615 6,682 6,646 6,683 6,689 6,714 6,729 6,735 6,681 6,674 6,656 6,683 6,692 6,713 6,704 6,721
74 6,701 6,641 6,604 6,601 6,554 6,512 6,621 6,577 6,532 6,577 6,609 6,388 6,549 6,481 6,578 6,563 6,575 6,567 6,605
74 6,656 6,644 6,630 6,589 6,581 6,519 6,618 6,567 6,558 6,616 6,640 6,379 6,540 6,475 6,578 6,594 6,594 6,593 6,636
75 6,712 6,704 6,715 6,697 6,676 6,668 6,714 6,760 6,664 6,686 6,759 6,663 6,701 6,660 6,666 6,698 6,710 6,714 6,722
75 6,691 6,687 6,708 6,728 6,709 6,693 6,768 6,794 6,697 6,725 6,777 6,696 6,716 6,683 6,682 6,729 6,731 6,741 6,760
76 6,693 6,733 6,700 6,569 6,636 6,591 6,667 6,661 6,642 6,681 6,710 6,434 6,555 6,561 6,616 6,680 6,679 6,678 6,707
76 6,722 6,686 6,726 6,638 6,674 6,618 6,703 6,662 6,683 6,710 6,766 6,404 6,574 6,582 6,613 6,708 6,716 6,715 6,733
77 6,751 6,770 6,707 6,654 6,639 6,601 6,697 6,821 6,712 6,738 6,730 6,686 6,684 6,655 6,723 6,705 6,719 6,716 6,719
77 6,777 6,747 6,697 6,722 6,703 6,680 6,748 6,843 6,741 6,776 6,730 6,709 6,696 6,678 6,725 6,737 6,746 6,744 6,757
78 6,876 6,866 6,837 6,642 6,862 6,858 6,852 6,829 6,820 6,862 6,874 6,468 6,735 6,791 6,830 6,823 6,873 6,844 6,888
78 6,902 6,855 6,854 6,625 6,867 6,857 6,845 6,837 6,844 6,857 6,869 6,614 6,733 6,793 6,831 6,858 6,878 6,883 6,904

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



N° AM MGG PVM FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE FOE

Muestra SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR SC DP AZ BR

TA-40 TA-40 TA-40 TA-40 TA-60 TA-60 TA-60 TA-60 TR-40 TR-40 TR-40 TR-40 TR-60 TR-60 TR-60 TR-60
79 7,062 7,110 7,116 7,069 7,046 7,042 7,118 7,062 7,056 7,108 7,121 7,089 7,078 7,052 7,085 7,105 7,072 7,120 7,106
79 7,106 7,060 7,098 7,081 7,072 7,057 7,136 7,092 7,078 7,129 7,141 7,106 7,083 7,069 7,093 7,077 7,108 7,099 7,106
80 7,285 7,373 7,306 7,356 7,329 7,309 7,390 7,372 7,336 7,391 7446 7372 7,319 7,365 7421 7400 7,450 7,429 7,393
80 7,318 7,355 7,291 7,395 7,360 7379 7,433 7,421 7360 7,424 7,463 7366 7,369 7,396 7422 7409 7,453 7,450 7,462

40: analisis a 40° C; 60: analisis a 60° C; AM: azul de metileno; AZ: azidiol; BR: bronopol; DP: dicromato potasico; FOE: método fluoro-opto-electronico; MGG:
May-Griinwald-Giemsa; PVM: pironina Y-verde de metilo; SC: sin conservante; TA: temperatura ambiente; TR: temperatura de refrigeracion.



