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1. RESUMEN

"El objetivo del presente trabajo fue analizar la relacion de la prueba de Wisconsin
con el conternido de céjulas somaticas y la produccidn de leche en las cabras para
io cuat se realzarun tres estudios los cuates consisten en lo siguente. en el
primero se deternina la correlacion entre las lecturas obtenidas en la prueba de
Wisconsin con las obtenidas en el Fossomatic. en e! segundo estudio se
anabzaron algunos factores (periodo ce lactancia, tipo de parto y edad) y se
compararon con respecto al conteo de celulas somaticas obtenidas mediante
Faossomatic y en el tercer estudio la produccion de leche obtenida durante un
penodo de 9 meseas de las cabras fue analhzada utihzando como cavariables el tipo
ae parto y la edan de la cabra y como efectos fijos se utihzaron el periodo de
actancia y la tectura de Wisconsim El trabajo se realizd en las instalaciones dei
rancno Cuatro NMilpas ubicado en el Km 44 de la carretera México — Querétaro
Edo de México Se uthzaron 35 cabras de la raza Alpina en diferentes etapas de
iactacion los anumales se encontraban bajo réqumen estabulado La ordena se
realtizo en forma manual previa desinfeccidn con solucion yodada una vez por
sgmana por las tardes. Se midio 1a produccion individual. posteniormente se hacia
‘a prueba de Wisconsin y se enviaban muestras para su conteo celular por medio
de metodo Fossomatic para lo cual estas eran calentadas a 40°C en bano Maria
rara despues procesarlas automatcamente  El analisis estadistico se realizo
mediante el PROC CORR cel paquete estadistico SAS (SAS Inst. Users Guide.
“998) En el primer estudio se observid una correlacion significativa de 0.77 entre

ia 'ectura de Wisconsin y el conteo celular por Fossomatic En el segundo estudio



el efecto del periodo de lactancia sobre el conteo de células somaticas (CCS) fue
significativo (P+<0 001) los menores conteos celuiares se registraron en el periodo
de §°-180 dias y los mayores durante el periodo de mas de 305 dias de lactancia
Ei1 efecto del tipo de parto tuvo influencia estadistica significativa sobre el CCS
(P-:0 001, los Mmayores contans celulares sa cbssrvaron en hembras con una cria
2 refacon a las de 2 o mas crias al parto también la edad presento una
cornreiacion sigruficativa (P<0 001) los conteos mayores se observaion en hempras
con edades supenores En el tercer estudl;j las covariables edad de la cabra y tipo
de parto mostraron influencia sigmificativa sobre la produccion de leche (P<0.01)
Las petas obtenidas fueron positivas y muestran que por cada urnidad de
aumento en fa edad de la cabra la produccion de leche se incrememntd en 0 05 y
que por cada unidad de aumento en el numero de crias la produccion de leche
tambies fue incrementaaa en 0 083 Se encontrd una nNteraccion significativa entre
las lecturas de VWisconsin con el periodo de lactancia (P<0 001} La produccion de
ieche fue Mmayaor en las cabras que No Mmostraron en aigun momento una lectura de
<4 5 a5 de Wisconsin en comparacion con canras que s prasantaron pot lo menos
g 0 Mas lecturas esta relacion con excepcion ael primer periodo de lactancia (1-

L se observd en todos los pertodos



2 INTRODUCCION

E! interés en !a investigacion de la produccion y la composicion de )a leche de las
cabras en Meéxico se ha venido incrementando recientemente. ello se debe a la
micilacion de programas de cria y también a la cada vez mas creciente
intensificacidon e interés en los sistemas de produccidon caprnnos (Arbiza y De

Lucas. 2001)

Sin embargo. en el caso particular de ta produccion lactea caprina pocas medidas
Jde salud se han establecido en las pruebas de control en los rebafos. sobre todo
en lo yue se refiere a masutis y por ende a la calidad de la leche En este sentido
la inclus:on de algunas pruebas que indiquen danos en la ubre. podria contribuir a
dismunuir la nncigencia de mastitis en los rebanos y por consiguiente ayudar a
mimmmizar las pércdidas en la produccion de leche y poder asegurar un alto

estangar ge calidad y segurn:dad del producto (Zeng. 1996)

Enmtre tas pruebas gque se han ut.hzado para determinar el estado sanitario de |la
ubre en bovinos [a mayoria de ellas se fundamenta en la deteccidn de linfocitos.
clasificandose a @sias pruebas segun la forma de cuantificacion de células en
semicuantitativas (Wisconsin, California) o cuantitativas (Fossomatic. microscapia
directa) No obstante también uthzadas en los hatos caprinos. o siempre los
resulindos obtenidos de estas pruebas se pueden homologar con los ya obtenidos

en vacas para diagnosticar masutis (Zeng. 1996).



Por ctro lado las altas lecturas de células somaticas que ocurren en la leche de
cabra. aun en ausencia de mastitis es debida a que existen otros factores
(periodo de lactancia. tipo de parto. edad. etc.) que pueden influir en la presencia
de celulas somaticas en la leche (Lerondelle et al. 1992) En consecuencia el
presente tabajo prerende estudiar algunos factores que influyen en ia mearcidn de
celulas somaticas en la leche de cabras y establecer su relacién con la produccion

ae leche



3 REVISION DE LA LITERATURA

3.1. Poblacion caprina mundial.

La poblacion mundial de cabras se ha estimado en aproximadamente 738 246.214
cabezas (FAQ. 2001). las cuales estan distribuidas de la siguiente forma en Africa
218625 349 Asia 465 198.053. Sudameénca 22 147 552 Europa 17.903.635:
Ameénca Norte y Centro 13 G87 896 y Oceania 683,629 Como se pueds apreciar
por su distribucidn la mayotia de las cabras se locahzan en los paises en vias de
desarollo s:ituados en las regiones lropicales. aridas o semaridas (Arbiza y de
Lacas 2001) Con todo esto las cabras aportan a mivel mundial 3.759 040
Toneladas de carne y una produccion lactea de 12.455 044 toneladas (FAO.

2001,

3.2. Poblacion caprina en Meéxico.

£ ia actual:dad México tiene una poblacidn de 9.100 000 arwmales (FAQO 2001).

de: 1os cuales el 16% se localiza en Puebla. 12 % en Oaxaca. 11% en San Luws

Poosi 8% en Guerrerc. 6% Zacatecas 5% en Nuevo Ledn (SAGARPA. 1999).

E~ nuestro pais la iechie de cabra es importante desde el punto de vista social ya
Gew representa an medio de ingreso vy tuente de alimentos para numerosas

r@iahas campesinas pnnapalmente en las zonas andas y sennaridas del norte de



nuestro pais. en la tabla 1 se aprecia la produccion de leche de cabra por estado

(millones de litros)
3.3. Mecanismos de defensa en ia ubre de la cabra.

t.a glandula mamaria utiliza varios mecanismos distintos de defensa En la hembra
ro tactante el orficio de la teulla permanece ocluido por un tapdn de queratina
que no permite entrar a las bactenias Cuando ia hembra esta lactando el efecto
de eyeccion de la leche ayuda a impedir la nvasidn de algunos patdgenos
potenciales aparte de la preésenaia de inhitidores bacterntanos en ia ieche nuisma
ias lacteninas Estas incluyen ei complemento la isomma una proteina captadora
de ruerto damada actofernna y una enzima  la lactoperoxicasa La lactoferrina
compte con ias bactenias por el herro y  por €sa razon mpide que 103

MUCroorganismos dispongan de &l para su desarrollo {Tizard 2002)

Oro mecansmo de defensa ld constituyen algunos elementos provenientes de ia

v gque ya en la leche se les ha denonmunado como celulas somaticas

~acrofagos neutrofiios polimorfonucleados (PMM) y iinfocitos. los cuales juegan

M paper esencial e los mecanismos de defensa de la glandula mamana

Les neutrofitos pueaen constitur del 50 al 70 % del canteo celular somatico (CCS)

=r napras libres de infeccion mtramamana. mientras que en las vacas estas cifras

oscitan entre el 5 y 20 %. Al contrario que !a leche de vaca. el conteo celular en la



Tabla1. Produccion de leche de caprino en Meéxico (millones de litros)
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FuLente 2001° preliminar Sistema de Informacién y Estadistica Agroalimentaria y

Puesaunia (SIAP) SAGARPA . Ulima actualizacion: 20/02/02



lache de cabra se incrementa en el estado de lactacion y paricion (Paape y

Capuco. 1997).

Muchas mvestigaciones en Infecciones mamarias han sido basadas en los CCS en

la leche pero solo algunos hacen referencia a los tipos celutares. Es conocido gue

a2 presencia de teucocitos (principatmente polimorfonucleares) en leche es
proporcionai al grado de dano o nfeccion lo cual constituye un método indirecto
para a deteccion de infecciones mamarias especialmente mastitis subclinicas

tRota et af  19893)

Los neutrofitos extiben mmigracion directa hacia los mensajeros quinmicos
proaucidos por los organismos. produciendo acumulacion de neutréfilos en la
leche (Paape y Capuco. 1997) Por lo que consecuentemante una infeccion en la
glandula pueae estar relacionada con un aumento en el numero de células
somaticas gue aparecen en la leche y se les ha utihzado por 1o mismo como un

signo dei grado ae inflamacion de la glandula mamana (mastitis)

3.4. Conteo de células somaticas (CCS).

Los conteos de las celulas somaticas en leche de cabra han sido indicados como
superores a |los observados en la leche de vaca A través de esto es reconocido
que e! incremente en el conteo de celulas en la leche de vaca resulta en

deciemento de la producc.on lactea. mo hay ninguna evidencia para indicar que



@sta situacion exista en la produccion de leche de cabra o que varios factores

contribuyven a este conteoc celuiar elevado

£n ganadoe bovino. se sabe que un promedio de células somaticas en la leche de
ammaies ubres de mnfeccion imMtramamaria varia de 40 a 80 x 10’ células/mi
mreniras que en las cabras. tambien libres de infeccion las cuentas observadas
generalmente son Mayores, Con rangos gque van de 750.000 a 5.4 millones de

células por mililitro (Park y Humphrey 1986. Paape y Capuco. 1897).

3.5. Factores que afectan el CCS,

Algunos estudios en cabras y en ovejas han indicado que en adicion a infecciones
mamanas existaér otros factores que tambien influyen en la composicion celular
de la leche. el conocimiento de estos puede servir para comprender mas
correctamente la interpretacidon de la ubre sana (Rota et a/.. 1993) La reaccidon
nfamatona propicia la llegada de células fagocitanias activas en especial

neutrofhlos y la exuaacion de proteinas séncas

2.5.1. Forma de secrecion de la glandula mamaria.

La secrecion de la leche en la cabra es apocrina comparada a la merocrina de
vaca que resulta en el aumento de particulas citoplasmaticas anucleadas en ia
tecne Las varticulas citoplasmiaticas son sumilares en tamano a los leucocitos en

ialeche (5 a 30 nm). ellas contienen proteina. Lipidos y nucelas de proteina Estas



particulas son el producto de el proceso normal de secrecidon de la teche Las
particulas citoplasmaticas estan dentro del rango del tamafno de células somaticas
normalmente encontradas en la leche de cabra por o gue pueden ser
equivocadamente contadas como células somaticas enmascarando y aificultando
orverpretacion de la respuesta leucoctana a la mfeccion su diferenciacion es
importante en el amagnosuce de fa mastitis subclinica Métodos de dentficacion
teucocitana usualimente son basados en la identificacion de nucleos (o gque explica
en algo e! porque en la leche de cabra aparece un mayor numero de particulas
citoplasmaticas y de células epieliales. sin que ocurra en ese momento mastitis

(Park y Humphrey 1986)

3.5.2. Relacion de las células somaticas con la prescncia de mastitis,

Las celulas somaticas. como ya se hizo mencion juegan un papel importante como
mecanismos de defensa en ta glanduta mamaria y debido a que su aumento esta
generaimente relacionado a la presencia de miciroorganismos. se les ha utlizado
same un aspecto importante en el diagnaostico de infecciones intramamarnas
“ubcuricas Los canteos celulares diferenciates (CCDY ademas de los CCS a
menudo se les emplea para disunguir ias vanaciones celulares fisioldgicas de las
vancoiones celulares patoldgicas por lo que en las vacas se les ha utihizado como

L retleo del estado de salud de la glandula (Cuccuris ef @/ 1997)

£r tas vacas el CCS ha sido aceptado como un indicador de la condicion de

mastus observandose que se requieren cifras armba del oraen de 750.000 x mi.

i



para considerarias como indicadoras de mastits. o bien por abajo de ellas para
considerar a las hembras como sanas (Paape y Capuco. 1997). En ias cabras
esta misma lectura en el conteo celular somatico. Nno necesariamente es indicador

de mastits

Valores de CCS de mas de un millén de células somaticas por mihlitro en la leche
de ia cabra. se pueden encontrar. CoOmo se aprec:a en el cuadro 1. en cabras smn

probliemas de masttis

Cuadro 1. Conteo de células somaticas en cabras sin problemas de mastitis

|'1mv1dL;;1i o

En Tangue

" Numero de CS / mi

750 000 -5 4 X 10°
908 X10°

6.16 X 10°

1 X 107 en 17 % de las muestras

1 X 10°% mi!

360 000 - 880 000 / mI'*

132X 10%

Referencia

Dulin et al., 7983

Park y Humpnrey, 1986
Zeng et al.. 1997

Zeng et al. 1997

Zeng y Escobar. 1996
Manser citado por Wilson
et al, 1995

Droke et al., 1993.



Ha este respecto, se ha mencionado quse el 20 % del conteo celular somatico en
las cabras no necesanamente obedece a una infeccion bactenana intramamaria y
que puede haber otros factores que contnibuyan al conteo celular (Wilson et al..

1995)

En E U.A. los limites legales ae conteo de células somaticas en un tangque de
teche de cabra se han establecido que no deben ser arrba de 10% /mt”'. No
obstante que como ya se hizo mencion esta medida puede ser un tanto incilerta ya
gue como lo encontraron Droke et a/ .(1993) en su estudio mas det 60 % de las
cabras sanas mostraron conteos armba de 5 x 10" Hallazgos simiiares nan sido

mencionaaos por Dulin et al.. (1983) v Contreras er a/ (15499

Recientemente una rev sion del papel de & CCS en leche de las cabras se
discutid en detatie investigaciones previas en cabras con ubres sanas. otras
mfectadas con Staphylococcus cuagulasa-negéativa  y  otras  nfectadas con
catogenos mayores mostraron promedios geometnicos de 270 000 932 000 y 2
<113 000 CS/mil respectivamente demostraron la mportancia de el CCS en el

aimgnostico de ia infeccion de la ubre (Poutrel et al, 1994 citado por Galina et al..

5

Numerosos estudios realizados entre 1994-1995 en 1000 cabras de Poitou
Charentes reatizado par el instituto de cnadores o productores. el INRA, ia Camara
42 Agricultura y el CNEV de Niort. mostraron que la principal causa de aumento

ael conteo celular es la infeccion de 1a glanduia por un NUCreorganismo



Al comparar un gran numero de cabras. los resultados de los analisis
bacteriologicos (presencia y naturaleza de microbios) de su leche y el nimero de
celulas encontrados éstos. fue observado que et conteo celular de la leche de

cabra era un buen indicador del nivel de infeccion de la glandula

Es por esta rejacion significativa entre el estado infeccioso de la glandula y el
conteo cetular. que en lugar de hacer regularmente los analisis bacteriolégicos de
g leche gue son muy costosos y delicados para realizarse. se utiiza el criterio
celulas de la leche gue es facil de utithzar para hacer el diagndstico de salud de la

glandula mamaria

l.os valores de referencia que se daran mas adelante permiten establecer a partir
Jdel comeo e células de la cabra un diagnostico del estado infeccioseo de su

gltanduia mamara

£ resultado sera verdadero alrededor de 75% entonces diremos que el animal
=sta oresumiblemente sano o infectado (existe un cierto margen de error, depende

de la especificidad y sensibilidad deil examen)

Es nacesar:o tener varios conteos celulares individuales y mensuales (se necesita
ana sere de valores) Estas referencias solo sirven para establecer un diagnéstico

para un amimal y no para un rebano (cuadro 2).



Cuadro 2 Ejemplo para una cabra. con al menos tres conteos celulares:

-Si el conteo es superior a 750 000 cel/ml. Sana presumiblemente

-Si al menos 2 conteos son superiores a Presumiblemente infectada por
750 000 cel/mt. Patégenos menores.

-Si al menos 3 conteos son superiores a Presumiblemente infectada por
750 0C0 cel/mi patdégenos mayores

L eleveur de Chévres1998.
3.5.3. Células somaticas y presencia de bacterias.

El numero de organismos patogenos en la leche puede servir de indicador
cuantitativo de inflamacion de ia glandula inamaria. Porque el CCS no revela la
mastitis en la leche de cabra, seria deseable comparar o correlacionar CCS con el

numero de células bacterianas.

Aunque la tendencia de las cabras lecheras es tener una mas baja incidencia de
infeccion intramamaria que las vacas hay similitudes en el predominio de
patdogenos de la mastitis que afectan los rebanos de las cabras y de las vacas. con

excelente control de mastitis. Aunque el Staphylococcus aureus puede ser el



patégeno mas comun de la masttus en cabras Staphylococcus cuagulasa-negativa

(S _Caprae, S. Xylosus, S. Sciuri. S. Lentus, (Jonsson, P, and Wadstrom, T. 1993)

son los patdgenos de mastitis que mas prevalecen en los rebafios de cabras y en
repanos de vacas con excelente control de ia mastitis se ha descrito este grupo de
patégenos como oportunistas y dificil de controlar por los procedimentos de

control de mastitis normales (Fox et al.. 1992)

3.5.4. Genética y su relacion con CCS,

E! mejoramiento genético en el contenido de células somaticas ha sido poco
estudiado por los productores debido a que se ha observado una retacion negativa
entre |la produccién de leche y el CCS. Las vacas altas productoras tienden a
presentar bajos conteos de células somaticas Condiciones medioambientales que
llevan a bajar el CCS tenden a aumentar la produccion y la relacion bastante
fuerte para superar las correlaciones genéticas adversas de produccidn y CCS

(Cassell. 1994).

3.5.5. Diferencias raciales.

Existe discrepancia en cuanto si ocurren diferencias raciales en el conteo de
celulas somaticas algunos autores no mencionan variacion por este efecto (Park y
Humphrey. 1986). mientras que otros si lo indican. por ejemplo Zeng et al. (1996).
menciona que la raza Alpina presentd un mayor rango en CCS en comparacién

con la Nubia



3.5.6. Periodo de estimacion.

En e! estudio de Zeng et al. (1997). se sefaia que mediciones del CCS en forma
diana no fueron lo eficientemente adecuadas para estimar las condicionegs de
mastitis en las cabras y que los registros de reportes consecutivos mensualmente
podtan ser usados vara establecer la condicion de salud y produccian de leche y
contribur © ayudar en los tratamentas con antibidticos y las decisiones de

descarte

El numero de veces que una cabra fue asoctada con un canteo celular alto estuvo

relacionado con la presencia de bacterias (Wilson et a/.. 1995)

3.5.7. Produccion de leche.

En ganado bovino existen varios estucios en donde se senala la variacion en la
produccion de leche y los CCS. sin embargo en otras especies no ha sido dei todo
Ducidado

3.5.8. Periodo de lactancia y estacion del afio.

En el trabajo de Park v Humphrey (1986), an un rebafio caprino. se refiere un CCS

vara el cio y mitad de 1a lactancia de 1. 404 x 10° células/ml y 614 x 10°

iulas/mi respectuvamente En otras especies como el caso de ovinos se ha

aetectaao nfluencia del estado de lactacion sobre el contemdo de ceiulas



somaticas. senalando que las cuentas celulares incrementaron desde el dia 75

hasta el final de !a lactacidn entre un 30 y 35%

La vanabillicad de CCS en cabras libres de masutis ha sido igualmente mostrada
tAleandr et al . 1994 citado por Galina et al . 1996). por algunos meses al final de
ia iactacion normal de las cabras la leche estuvo por arrba de 6 602 000 y 8 974
000 CCS en rebanos de razas de Saanen y Alpinas en ltaha Otro trabajo durante
los 5 primeros meses de lactacid6n mostraron que el promedio de CCS de la
ordena por ia tarde fue 50% mas aito que en la manana Esto fue probablemente
relac.onado a la produccion de ieche siendo 35 % menor a la ordena de la manana
(Duhn & a4/ 198B3) Los animates sanos al inicio del penodo de lactacion tienen un
mas alto conteo celular gque durante el pico de la lactacion el CCS mmcrementa
progresivamente despues de el pico de lactacion Otros estudios sefalan que el
porcentae del CCS presento vanaciones entre meses meancionando diferencias
que van de 125 a 110 con un conteo de 200 000 a 500 Q00 celulas/m! en el
prncpio de 1a iactac.on. 200 000 a 350 000 en e! pico de la lactacion y un
meremento progresivo de 1 Q00 000 & 3 100 000 o mas céiutas al final. Otro
rabeo @moien mostro Jn progresivo CCS en algunas cavbras de la primera a la

cuarta lactacion (Rota et a/ 1983, Gahna et al.. 1996)

i CCS incremento de acuerdo al mes del afo. al igual que el estado de la
‘actacion. los mayores conteos se observaron en los meses de otofo y principios
ae invterne Probablemente debigo al mayor avance de la lactacion (Wilson et al..

19%5)  Resultados simuares también fueron encontrados en e! estudio de Zeng y



Escobar (1995). este uitimo estudio refiere una correlacién de 055 con CCS y el

estado de ia lactacién

De manera diferente a como sucede en las vacas en las cabras el CCS no es
afectado por el estado de lactancia y paricion (Paape y Capuco et al.. 1897). En
centraste las cabras un pencdo seco no parece necesario para optimzar la

produccion ge leche

En general, los estudios realizados en las cabras muestran que la produccion de
teche en los primeros tres meses de lactacion es mas grande que la de i0s otros

meses

Las muestras de leche en el primer mes despues de la paricion fueron mas altas
en grasa. proteina. sohdos no grasos . sdlidos totales y células somaticas que en
postenores etapas de la lactacion excepto en ias Uditimas etapas donde el
contenido  de  celulas  somaticas  se  ncremento gue en  este  estudio

correspondieron a la semana 13-21 de lactacidn (Zeng et a/ ,1996)

En este trabajo encontiaron una correlacidn positva  significativa entre el
porcentaje de oroteina con CCS Esta significante correlacion probablemente
come mencionan estos audtores indican que conforme la produccion de leche
dechina con el ttempo en la lactacion. el contenido de células de ia leche

mcrementa (Park y Humphrey. 1986, Zeng y Escobar. 1995)



3.5.9, Calidad de la leche.

EI'CCS estuvo correlacionado negativamente con el parcentaje de grasa. proteina.
lactosa y la produccién de leche 0.41. 0.23. 0 36 y 0.46G. respectivamente (Zeng y
Escobar 1995) Hallazgos similares han sido reportados en vacas segun Gill et a/ .

T4G90 citado por Zeng y Escobar 1995

El incremento del numero de parto y bajo contenido de materia seca en la leche
estuvo asociado con un mayor CCS (Wilsen et al.. 1995) El mayor numero de

‘actancias se na asociado en vacas con la presencia de masutis

3.5.10. Tipo de nacimiento.

E! iipo de nacmiento en ovinos ha sido sefaladc como otro factor que influye
sobre ei conteo de ceélulas aumentando en mellizos en comparacion con los
Saumentos sencilios (Gonzalo et al. 1984) La lactancia o €l estimulo de la
aruefa induce duectamente la migracion de neutrdfilos hacia tejido mamario La
raena remueve los neutrofilos comprometidos (perdida de sus funciones
Tagociticas y bacternicidas). los cuales son reemplazados por neutrotilcs sanos

Paape y Capuco ef al/, 1997)



3.5.11. Otros factores.

La vacuna contra enterotoxemia y una accidental sobre alimentacion de granos
seguda de una acidosis media. puede estar asociada con un incremento en las

celuias somaticas (Wilson et ar . 1995)

Hinckley citado por Zeng y Escobar (1995) reporta que el 56% de las cabras en
lactacion produjo leche con 1 x 107 CCS y en el estudic de Zeng y Escobar
(1995) el 51% de las muestras resuitaron en mas de 1 x 10° de CCS m!l' y

most-aron sOlo trazas de patdgenos de mastitis

3.5.12. Estrés.

L as muestras histologicas de cultivos frescos de ubre. no mastraron diferencias
“n e tejildo de hembras evaluadas. no indicando dano en el tejido de la ubre en
CCS de 33 x 10°% células mt (Zeng y Escobar 1995) No se ha notado que el

estres aumente el numero de CS (Wilson et al.. 1985)

3.6. Métodos de diagnostico de mastitis.

La mayoria de los meétodos empleados en el diagnostico de mastitis sobre todo
subciinicas en ganado bovino. se basan en la detenminacidn y/oc cuantificacion de
- nfocitos en la leche. Variando en la precision. rapidez, facilidad y en ios costos

ae sy operacion
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Comunmente en ia leche de la cabra las particulas gque no son leucocitas no
contienen DNA por o que los métados especificas para contar DNA dan
normalmernte resultados mas precisos gue ios dados por el contador electronico
de ceiulas o microscopra directa. pero con una tincton Nno especifica para DNA.
Tambien se na observado en la cabra que algunas de estas particulas pueden
contener fragmentos nucieares y el por que de su presencia en ia leche, se

daesconoce (Pzape y Capuco €t a/. 1997)

Ern consecuencia Jricamente ios meétodos especificos para DNA son los mas
empleados para estimar células somaticas en cabras (Dulin et a/., 1983, Poutrel y

Lerondelle 1983

3.6.1. Conteo de células en la leche y su interpretacion.

= el conteo de células epitehales de la glandula mamaria y sobre todo de los
gtdbulos biancos praesentes e¢n gran cartidad en caso de infeccion de la glandula
A decir conteo. concentracion © nive! celular. nos estaremos refiriendo a el
Nnarnero de células/mi de leche.
Lt conteo ceiular de ta leche puede ser realizado por dos métodos:

Con el nucroscopio - es el método de referencia, permite verificar la calibracion

e aparato de conteo electronico. Se cuentan las celulas observadas en el



microscopio Este método (muy especifico) es utilizado en las experimentos y no
en los estudios rutinarios de laboratorio

2 Con un aparato electréonico.- el FOSSOMATIC. que cuenta los nucieos de las
células fluorescentes Este método es utilizado en Francia por los laboratorios de

analisis de leche Solo ias células nucleadas son contabilizadas con este metodo

3.6.2. Prueba de Wisconsin.

Esta prueba constituye una prueba objetiva y io suficientemente sensitiva y barata
como para considerarse en un programa para el diagnoéstico rutinario de la mastitis
subclinica en ganado bovino. pero en el caso particular de la especie caprina la
prueba requiere todavia de mas mformacion. para poder determunar su grado de

uso en esta especie

Esta prueba mide la cantidad de células somaticas que se encuentran presentes

= ia leche

3.6.3. Microscopia directa,

Este método es el mas sernicillo de todos aunque algo tardado sin embargo. es et

que mas se ha utihzado como base para garantizar los resultados de los otros

metodos El procedimiento implica la tincion de ias ceélulas con verde de pirarnna

a metd la cual permite diferenciar las céluias que contienen DNA (infocitos) con

A



las particulas citoplasmaticas que contienen RNA y que de no hacerlo implicaria

errores en la lectura (Droke et al.. 1993)

El estandar internacional io especifica como el método de referencia en el conteo

de celulas somaticas en leche cruda y leche quimicamente preservada (Anexoi).

3.6.4. Conteo de células somaticas utilizando método PYMG (verde de

pironina g-metil).

En leche de cabra hay un gran nimero de particulas citoplasmaticas como células
debido a at sistema secretor apdcrino en cabras lecheras Las particulas
citop:asmaticas carentes de nucieo y DNA. por lo tanto no son cons:ideradas como

céiulas M como leucoucitos

Los datos del conteo de células somaticas de la mayoria de las muestras de leche
de cabra son convencionatmente obtenidas de mmstrumentos cahbrados con los
estandares de leche de vaca Este ha sido un considerable desacuerdo acerca

ae la certeza de lcs metodos utlizados para la determinacion del conteo de células

leche ae cavra Otros factores como las pruebas de laboratorio
Aimacenaje y envio de muestras pueden también afectar los resultados finales
Limtrer @2 @/ 1987 cntads por Zeng €0 @/ 1999 enfatizo 1a necesidad de comparar
detarmmnacicnes ae conteo de celulas somaticas por diferentes maétodos de conteo

catular asi como la repetbibdad en el laboratornio (Zeng et al  1999)



4 OBJETIVOS

£l nteres de este estudio es investigar la variacién en el contenido de celulas
somaticas. prueba de Wisconsin y su relacion con la produccidén de leche en

cabras durante toda la lactancia

Determunar la relacion entre la prueba de Wisconsin y el conteo celular somatico

mediante el metodo Fassomatic

Determinar el efecto ae la edad. tipo de parto. pericdo de lactancia y lectura de

W:sconsin sobre el contenido de células somaticas en la leche de cabra.

Determinar el efecto ge la lectura de Wisconsin y el periodo de lactancia sobre

ia proguccidn de leche en cabras Alpinas



5 MATERIALES Y METODOS

56.1. Localizacion.

La pane experimental de este estudio se realizdo dentro de las instalaciones del
rancho Cuatro Milpas ubicado en e! Km 44 de la carretera México - Querétaro
Edo de Méxica Se localiza entre tos 19° 38’ y los 1947 de latitud norte y entre
los 99“11" y los 99725 de longitud veste. y a 2200 m.s.n.m E! clima predominante

Jonde se encuentra la explotacion es templado humedo con lluvias en verano

Se uuhzaron 35 cabras de la raza Alpina en diferentes etapas de lactacion los
anmales se encontraban bajo regimen estabulado y su ahmentacion consistio de
una racion en base A heno de alfalfa y sorgo (suministrado en forma de pellet) y
supleémentados con un concentradu comercial (16% de proteina). La ordefa se

rzalizo en forma manual previa antisepsia con solucion yodada
5.2. Coleccion de muestras.
Se culectaron semanaimente y de la ordefa de la tarde. muestras de leche de

saga uno de los medios de las cabras involucradas en el estudio. durante un

periodo de 8 meses (32 muestreos X 35 cabras = 1,120).

n



5.3. Prueba de Wisconsin.

S& tomaron 50 ml. de cada uno de los medios de las cabras en orderia en vasos
desechables y se realizo posteriormente la prueba de acuerdo al siguiente

vrocedimiento

a) Colocar 3 ml de leche en los tubos especiales. Agregar 3 mi del reactivo por
abajo de la superficie de la leche y tapar los tubos. Mezclar los tubos durante 15
segundos Despues de mezclar dejar reposar 15 segundos

b) Se invierten los tubos y en posicion vertcal se deja fluir la mezcla durante 15
segundos exactamente y se regresan los tubos a la posicton normal

Cj Madir exactamente la mezcla sobrante e mierpretar los resultados. que pueden

ir de menos de 2 hasta 6 este ulimo con mayor contentdo de celulas somaticas

5.4. Contador fluorescente de células somaticas.

Antes de que las muestras fueran examinadas. estas se calentaron a 40 ° C en
banc Maria y mantenidas a esa temperatura por 15 minutos. posteriormente

fueron movidas cuidadosamente para después procesarias automaticamente

Descripcion del procedimiento
a7 Calentar y mover suavemente las muestras de leche que después son
~o'ocadas en el rack en el cual son transportadas automaticamente. donde las

primeras son homaogeneaizadas y con una pipeta automat:ca la cual toma 0.2 mi. al
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aMsmMoe tiempo que la siguiente muestra de leche es homogenezada Las muestras
son transferidas a un lente de 6 cristales en un carrusel. donde esta es diluida con
1 8 ml ge tincion de trabajo y 2 ml de solucion buffer. ejemplo a una diluc:ton tota!
de 1 en 20 La pipeta es impiada al mismo rempo El colorante y 1a solucion bufter

nan sido calentados. asi la temperatura de la muestra es de alrededor de 60 "C

by En el siguente paso la muestra dilutda es mezclada vigorosamente por
mowvimientos nternos  del carrusel. En esta etapa la siguiente muestra es
nomogeneizada por movimientos externos. posteriormente a esto. la muestra
dithua es transportada a un acero transportador que girra alrededor del ge
norizontal En el punto mas alto de la banda transportadora | la muestra de leche
=s uradiada por una 'uz azul de una lampara de Xenon la cual produce
flLorescencia en ias celulas Las wnagenes fiuorescentes de las células son
=rtocadas a través del microscopio por un resguicio en el escudo del photo-
mtinler La sahida de las pulsaciones son trasnitidas a un contador digital y a un

nscilloscoplo en el panel frontat del instrumento

<; De cada muestra. el total de numero de Mmpulsos es iImpreso sobre una tira de
papel al final de! conteo Al girar el acero transportador es Impiado y secado

&

contimuamenie despues de cada muestra

1 LA tira expuesta de 1la muestra tiene que ser de un espesor de 10 .:m. con una
anchuta de C 5 mm. y con una longitud efectiva de aproximadamente 3.5 m. el

resullado es despiegado sobre un contador digital e impreso y representa el

[P}
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numere de célutas en 0. 001 ml de leche. por lo tanto esto debe de ser multiplicado

wor 1000 para sacar el nimero de célutas por mi

Todo el sistema mecanico es operado por compresion de arre. Posterionmente a
las ultimas muestras de ieche la maquina es hmpiada en tres tiempos con liquido

hmpiador La capacidad de la maquina es de 180 muestras por hora

El colorante combinado con &l ADN forma un complejo el cual al ser irradiado con
ta lampara de Xenon emite una fuerte fluorescencia Los gldbulos de grasa
pueden también fluorescer pero a diferente longitud de onda la cual es absorbida

por un filtro colocado en el photo-multipler (Schmidt Madsen. 1975}

5.5. Analisis estadistico,

Se realizaron tres diferentes estudios
E! pnimero consistio en determinar la correlacion entre las lecturas obtenidas en la
pruepa de Wisconsin con las obterudas en et Fossomatic. mediante el PROC

CORR del paquete estadistico SAS (SAS Inst Users Guide. 1898).

Ern un segundo @studio se utitizaron como efectos fijos la edad de la cabra (2. 3 -
4 y 5 -6 anos) . periodo de tlactancia (1 - 90 91 - 180. 181 - 305. mas de 305
dias}. upo de parto (1. 2 y 3-4 crias) y se compararon con respecto al conteo de

celulas somaticas obtemdo mediante Fossomatic Los datos de conteos celulares



fueron transfarmados a logaritmos para su normalizacion y se analizaron mediante

el PROC GLM dei paquete estadistico SAS (SAS Inst. Users Guide. 1988)

Ei tercer estudio es !a produccion de leche obtemida durante un pericdo de 9
meses de las cabras en el experimento fue analizada utiizando el PROC GLM
del paquete estadistico SAS (SAS inst Users Guide 1998) Utihzando como
covanables el Upo de parto y |1a edad de la cabra. Como efectos fijos se utihzaron
el periodo de lactancia dividida en tres categorias (1 - 0. 91 - 180. mas de 181
dias) y la lectura de Wisconsin ta cual fue ciasificada en cuatro categorias de
acuerdo al numero de qumcenas consecutivas en que se registraron leciuras altas
an la prueba de Wisconsin (4 5 a 6) en ambos medios a) Cero quincena. b)1 a2

quincenas con lecturas altas <) 3 a 4 quincenas y d) mas de cuatro guincenas
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Primer estudio
Se observo una correlacidn significativa de 0.77 entre la lectura de Wisconsin y el
conteo celular por Fossomatic (P<0.001). La figura 1 muestra ia relacion existente

entre estas dos pruebas
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Figura 1. Relacion entre los resultados de la prueba de Wisconsin con el Conteo

Celular Somatico

A partir de las categorias 4 hasta 6 de Wisconsin. se nota un incremento

sastancial en el numero de ceélulas somaticas. sin embargo también en estas
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categorias se encontraron cabras con conteo celular no correspondiente a su
mvel. En el presente estudio se encontraron lecturas tan altas como de 5000 hasta

15000 X 10°*

En este estudio la mayoria de los arimales no mostraron signos clintcos de
mastitis con excepcion de una hembra (con lecturas de puntuacion 6 en Wisconsin
v conteo celular somatico etevado) t.as lecturas altas en Wisconsin y en conteoc de
celutas somaticas concuerdan parcialmente con el estudio de Wilson et a/ . (1995)
aweén menctona lecturas de células somaticas 1-2 x 10° en animales sanos y
elevaciores en ei conteo producidas por otros factores diferentes a la mastitis
Aungue en el presente trabajo amnimales aparentemente sanos tuvieron lecturas

mas alias

La corretacidon obtenida entre ambas pruebas en el presente estudio (Wisconsin y
Fossomatic) Pernin et a/ . (1997) pudo deberse a la diferencia en precisiéon de las
acs pruebas. notandose que Wisconsin fue menos precisa para la cuantificacion
1e CS. respuesta que pudo deberse a la cuantificacion de otros componentes de
ia teche que influyeron en ia lectura de VWisconsin y que no son estimados en

Fossomatic como o mencionan Paape y Capuco (1887)

sSegundo estudio

I efecto dei periodo de lactancia sobre el conteo de células somaucas fue

m

signficauvo (P- 0.001). como se puede observar en la figura 2. Los menores

conteos celulares se registraron en el periodo de 91-180 y los mayores durante el
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periodo de mas de 305 dias de lactancia. Este resultado concuerda parcialmente
con otros autores quienes refieren que a principios de la lactancia y a! fina! los

conteos celulares se incrementan (Rota et a/, 71983, Suriyasathaporn. et a/.. 2000).
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Figura 2 Efecto del periodo de lactancia scbre el conteo celular somatico

El efecto de! upo de parto tuvo influenc:a estadistica significativa sobre el conteo
ae células somaticas (P--0.001). como se puede observar en la figura 3. Los
mayores conteos celulares se observaron en hembras con una cria. en relacion a
as de 2 o mas crias al parto Es probabile que esta respuesta se deba a la mayor
obtencion de leche y frecuencia de tomas que se da cuando las cabras tienen mas

ae una cria condicion que permite a la ubre presentar menor conterndo de celulas.
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Figura 3. Efecto de! upo de parto sobre el conteo celular somatico

£l efecto de la edad de la cabra tuvo influencia estadistica significativa sobre el
conteo de células somaticas (P 0.001). como se puede observar en la figura 4
LLos mayores conteos celulares se observaron en hembras con edades supericres

a'os 4 anos de edad
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Figura 4. Efecto de !a edad de Ia cabra sobre el conteo celular somatico.

Tercer estudio.

Las covariables edad de ta cabra y tipo de parto mostraron influencia significativa
sobre la produccion de leche (P<0.01). Las betas obtenidas. fueron positivas y
muestran que por cada unidad de aumento en la edad de {a cabra la produccion
ae leche se incrementd en 0 05 y que por cada unidad de aumento en el numero
de crias la produccion de teche tambien fue incrementada en 0.093. Estas dos
caractetisticas y su importancia ya fueron discutidas en parrafos anteriores en
relacion a ceélulas somaticas y tambien incrementos en estas varables estan
asociadas con incremenios en la produccidn de leche como han sido mencionadas

por algunes autores (Montaldo et al., 1995)




Se encontrd una interaccion significativa entre las lecturas de Wisconsin con el
pericdo de lactancia (P<0.001). La produccion de leche fue mayor en las cabras
gue no mostraron en aljgun momento una lecttra de 4 5 a 6 de Wisconsin. en
comparacion con cabras que si presentaron por |0 menos una o mas lecturas. esta
retacion con excepcion del primer periodo de lactancia (1-90) se cbservo en todos

los periodos (Figura 5)

i

1.00 .
090 I !
0.80 ! :
070 )

050 |
0.40 !
030 |
020
010

0.00 - . - bt e -
1 .00 Gl- IR0 PS80

Periodo de lactancia (dias)

R o Loo-2 3o

Niveles de Wisconsin.

Produccion de leche {kg)

&
4

Figura 5. Efecto de la interaccion del periodo de lactancia * lectura de Wisconsin
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7. CONCLUSIONES

El conteo de células somaticas en la leche si influyd en la produccién de leche.

Se encontréd una relacion ligera entre la prueba de Wisconsin con el método de

Fossomatic acorde con el nive! de precision de cada uno de los métodos

La edad influyd en el conteo de CS y sobre la produccion de leche

Ei tipo de parto influyo positivamente en la produccion de leche e incrementos en

el numero de crias al parto se asociaron con menor numero de células somaticas.

De igua! forma a las otras variables el periodo de lactancia influyo, en la

produccion de leche y el conteo de CS

La prueba de Wisconsin en este estudio mostrd ser un moderado indicador
semicuantitativo de células somaticas y se requiere otro tipo de evaluacion
espacdica para DNA (microscopia directa y Fossomatic) para un diagnostico mas

preciso
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Anexo1 Metodaologia para la técnica de microscopia directa

1 - Es apropiado preparar de manera estandar el test de las muestras para una

calibracion mecanizada y procedimientos automaticos de conteo de células

2 - Referencia IDF-50B: 1965 leche y subproductos de leche - métodos de

muestrec

3 - Definicion: La propuesta detl estandar internacional. es seguir aplicando esta
cefimcion
celulas somaticas: Células con nucieo, ejemplo. todos los leucocitos y células

apiteliales.

< - Principio
Extender (0.001 mi) de leche para ser examinada sobre un portaobjetos (1 cm®).
Secando y tinendo el frotis. y subsecuentementa contar las células tefiidas usando

LGN TUCIoOsScopIo

Muliphcar el niumero de células contadas en un area definida por un factor de

trabajo esto nos da el numero de células por ml.

% - Reactivos

Todos los reactivos tienen que ser de calidad analitica reconocida.



E! agua usada tiene gue ser agua destilada o agua desionizada o por o menos
agua purificada

5 1 - Colorante

Precauciéon el tetracloro etano es venenoso.

La preparacion y aplicacidon del colorante tiene que ser llevado a cabo cerca de un

extractor.

Composicién etanol al 85% (v/iv) 50.0 ml
Tetractoro etanoc 40 O mt
Azul de metileno 0.6 gr.

Acido acético glacial 8 0 mil

Nota Como una alternativa. el tetracloro etano puede ser reemplazado por la
msima cantidad de tricloro etano. en lugar de azu! de metileno se puede usar

vromuro de etilo

Preparacion mezclar etanol y tetracloro etano en un vaso de precipitado en bafno
Maria (6 1) a 60-70 °C. Adicionar el azul de metileno v mezclar vigorosamente.
enfniar en el refnigerador a 4 °C y luego adicionar e! acido acético glacial. Pasar ta
solucion a través de un fiitro de aproximadamente (6.3 micras) y almacenar en un

rasco herméticamente cerrado. Es necesario filtrar de nuevo antes de usar




6 - Equipo:

Equipo usual de laboratorio y en pkarticular:

6 1.- Bario Maria capaz de mantener a 60-70 °C

& 2 - Bafio Maria capaz de mantener a 30-40°C.

6.3 .« Filtro con un poro aproximado de 10-12 micras o menor.

G 4.~ Microscopio, con resotucion de 500 a 1000 X

6.5.- Microjeringa. con capacidad de 0.01 mi, con un maximo de telerancia de 2%
6 6 - Portaobjetos, con un area determinada de 20 mm por 5 mm.

& 7 - Plato caliente. capaz de mantener 50-70 °C

5 8 - Ventilador (secadora).

Nota Si se usa bromuro de etilo se tiene que usar equipo de microscopia

Hluorescente.



7 - Muestras

7 1.- Ver IDF estandar.

72 - Cuando las muestras son usadas automaticamente, estas deber ser

propiamente probadas

7.3.- Las muestras tienen que ser almacenadas antes de prueba o preservadas.

estas tienen que ser almacenadas a temperaturas de 2-4 °c.

7 4 - Las muestras que no son corridas 6 horas después del muestreo, tienen que
ser preservadas adicionando acido boérico. La concentracion finat del acido bérico
en la muestra nNo tene que exceder 0.6gr./ 100mi. Tales muestras pueden ser

almacenadas no por largos periodos de 24 hrs  2-6 °c

B - Preparacion de la muestra para la prueba en el laboratorio calentar la muestra
< bafio Maria (6 2) a 30-40 °C. Mezclar vigorosamente y enfriar a la temperatura

sz ceal la nucrojeninga ha sido catibrada. por ejemplo 20°C.

¢+ Procedimiento de cada muestra corrida minimo dos frotis tienen que ser

preparados y contados

Limpiar los portaobjetos (6.6). por ejemplo con etanol. secar con pape! libre de

poivo. tlamear y enfriar



9.2.- Proporcion de la prueba.

Tomar 0.01ml de la muestra para preparar la prueba (8) usando una microjeringa

(6.5) Limpiar vigorosamente la jeringa fuera del contacto de la leche.

9.3 - Colocar la porcién de la muestra en un portaobjetos limpio. primerc en el
contorne dibujado para darle forma (20mm X 5 mm). Para entcnces llenar el area
urniformemente Secar el frotis en la parrilla a un a temperatura moderada hasta
gue este completamente seco Mejores resultados se pueden obtener si el frotis es

secado a temperatura ambiente por varias horas

Y4 - Bl siguiente paso es deshzar el frolis seco dentro del colorante por 30 min. Se
requere complementar el secado con ventilador Entonces sumergir el frotis en el
agua hasta quitar el exceso de colorante olra vez secar y aimacenar con

oroteccidn contra e polvo

y 5.- Determinacion.

{Jsando el microscopio contar las células nucleadas en el frotis { 400 X) Estas son
~taramente reconocidas y la mitad de las mas pequenas tienen que ser visibles en
2l campo del microscopic. Evitar contar exclusivamente dareas de la penferia del

frotis



Checar las mas pequerias una vez al mes de la propia preparacion del frotis. asi

pues los resultados son seguros. contando diferentes partes del frotis.

10.- Expresion de Resultados.

10.1.- Método para calcutar

10.1.1 - El numero de células contadas es multiplicado por un factor de trabajo y

nos da e! nimero de células por ml. de leche.

10.2 - Calcutar el factor de trabajo.

Eil largo de las lineas en que se debe contar es de 5 mm. El ancho de la linea
corresponde al diametro del campo de!f microscopio. Usar 0.01 mi. de leche. el

‘actor de trabajo entonces es

20 x 100

d x b Donde:

d es el diametro. en mm, del campo del microscopio.

b es el numero de lineas contadas completamente.



11.- Precision.

11 1.- Numero minimo de células que deben de ser contadas.

Ei conteo de célutas somaticas con microscopio puede ser también usado para
calibracién automatica y procedimentas de conteo mecanizado. el coeficiente de
vanacion del conteo sobre muestras idénticas debe no ser mas alto que el del
instrumento eléctrico. Sobre el coeficiente de variacion de las muestras de leche
contiene N de 400 000 a 600 000 cel/ml con aproxmadamente 80 % neutrofilos
no tiene que exceder el 5 % Para encentrar estos requenmientos el numero de
células tiene que ser contado en cada muestra teniendo que ser menor a 400
La distribucion de Poisson presupone que
M=v=s"
Donde-
M = Valor medio
V = Varianza

s = Desviacion estandar

E! coeficiente de variacion es:

CV=sx100 % o CV=100 % o CV =100 %
M s v

Donde

M (media) Es el numero de particulas (células) que han sido contadas
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12 ~ Reporte de |a Prueba.

E! reporte de |la prueba tiene que mostrar el método usado, el microscopio es el
factor de trabajo. y el resuitado obtenido. También tienen que ser mencionadas
algunas conaiciones de operacion que no son especificadas en el Estandar
mernacional o consideraciones opcionales. 0 bien algunas circunstancias que
pueden tener influencia en los resultados

£] reporte tiene que Incluir todos los detalles requeridos para la completa

dentificacion de la muestra
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