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RESUMEN

LAZCANO PINA RAMON. Numero de células somaticas en leche de tanque mediante la aplicacion de las
pruebas para mastitis: CMT, WMT, CMCS, CE y CI ( Bajo la direccién del: MVZ MSc Salvador Avila Téllez

MVZ MSc Arturo Olguin y Bernal)

Entre los diversos procedimientos empleados para determinar la salud de la ubre a través del analisis de células
somaticas en la leche, se dispone de métodos como: Prueba de California para Mastitis (CMT), Prueba de
Wisconsin (WMT), Cuenta Microscopica de Células Somaticas (CMCS) y el uso de Contadores Electronicos
como el Fossomatic® (CE) y el Contador Infrarrojo (CI) también conocido como DeLaval (DCC®). El objetivo
fue determinar si los métodos CMT, WMT, CE y CI miden concentraciones de cé€lulas somaticas, equivalentes
al método CMCS en muestras de leche cruda, obtenidas de tanque recolector del ordefio. Se realizé un estudio
observacional analitico en 32 unidades de produccion de leche (establos), con 230 vacas Holstein con produccion
de 24 litros diarios por vaca, en promedio, en cada unidad ganadera alojadas en cubiculos de acceso libre y en las
que son ordefiadas diariamente dos veces con equipo mecanico. En cada establo, después del ordefio vespertino
y matutino, se procedid a la toma higiénica de una muestra de leche de 50 mL de la parte alta del tanque de
almacenamiento, previa agitacion de la leche durante un ciclo de 10 minutos. Para la determinacion del numero
de células somaticas se utilizaron las pruebas de CMT y WMT siguiendo el procedimiento indicado por Schalm
et al (1976) y modificado por Avila TS (2001); y para la cuenta microscépica de células somaticas el método
descrito por la Food and Drug Administration (FDA) (USA 2004); la cuenta electronica se realizd con el CI
siguiendo el método descrito por DeLaval para el DCC (2003) y cuenta con el Fossomatic seglin el procedimiento
descrito por la FDA (2004). El analisis de resultados fue descriptivo y analitico. La cuenta de células somaticas
en la leche se analizd por medio del contraste de suma de rangos con signo de Wilcoxon/Kruskall-Wallis para
comparar la diferencia media de la concentracion de células somaticas por mililitro de leche, cada método de
diagnostico y CMCS. Se determin¢ si habia diferencias significativas a nivel a = 0.05 entre ellos. El promedio de
células (£ EEM) con CMT (381250 +46541.15) y con WMT (235199.12 + 77640.389) fueron significativamente
menores que con CMCS (644806.13 + 148831.07) (Z=161, P=0.001 y Z=226, P<0.001) respectivamente. No se
observo diferencia significativa entre el promedio de células contadas con CI (499156.25 + 52529.152) y con CE
(553968.75 + 81995.052) respecto de CMCS (Z=58, P=0.285 y Z=44, P=0.419). Conclusiones: 1-La cuenta de
células somaticas realizada mediante el Contador Infrarrojo de DeLaval y el Contador Electronico (Fossomatic)
es tan confiable como la realizada con microscopia. 2- Las pruebas de WMT y CMT realizan lecturas de la
cuenta de células somaticas inferiores a la prueba de Cuenta Microscopica. 3- La confiabilidad del conteo de
células somaticas en leche es mayor empleando métodos electrénicos o microscopia, que utilizando métodos

convencionales CMT y WMT.  4- La prueba de California no es tan confiable como los métodos electronicos



y la Cuenta Microscopica de Células Somaticas, pero ésta representa una herramienta muy valiosa dentro de la
unidad de produccion para conocer de forma aproximada la calidad de la leche y la salud de las ubres dentro del

hato.



INTRODUCCION

La leche como alimento debe reunir caracteristicas de calidad que garanticen su inocuidad. Existen diversos
procedimientos de analisis de la leche enfocados a determinar la calidad de la misma, entre éstos se tiene al conteo

de leucocitos y células epiteliales (Células Somaticas).

El nimero y la clase de las células somaticas presentes en leche varian en respuesta a condiciones ambientales,
fisiologicas y patoldgicas; tal es el caso de las células epiteliales que se derivan de la descamacion del epitelio de
la ubre, lo que constituye un proceso fisioldgico. Sin embargo y con mayor frecuencia se presenta este fendémeno

en respuesta a lesiones en el tejido glandular.'-2

De forma normal hay un reducido nimero de leucocitos en la glandula mamaria y en la leche; pero cuando se

lesiona el tejido glandular pueden aparecer en cantidades elevadas.!

En nuestro pais la clasificacion sanitaria de la leche cruda con base en el conteo de Células Somaticas por mL
de leche (CS/mL) segin la NMX-F-700-COFOCALEC-2004 es: clase 1) <400000 CS/mL; clase 2) 401000 a
500000 CS/mL; clase 3) 501000 a 749000 CS/mL; y clase 4) 750000 a 1000000 CS/mL.?

Para la determinacion aproximada del nimero de las células somaticas se dispone de diversos métodos entre éstos
los empleados con mayor frecuencia en nuestro pais son: Prueba de California para Mastitis (CMT) y la prueba
de Wisconsin para Mastitis (WMT). Otras que determinan el nimero de éstas con mayor precision son: Cuenta
Microscopica de Células Somaticas (CMCS) y el uso de Contadores Electronicos como el Contador Electronico

(CE) o Fossomatic® y el Contador Infrarrojo (CI) o Contador de Células DeLaval (DCC®).!#

La prueba CMT consiste en aplicar un detergente y un colorante (reactivo de California) a una muestra de 3 mL
de leche, obtenida del tanque almacén. La mezcla del detergente y el colorante rompe la membrana celular y
libera el contenido de las células somaticas produciendo un cambio en la consistencia y pH de la leche, los cuales
son proporcionales al nimero de células somaticas presentes en ésta. La prueba CMT tiene las ventajas de ser un
procedimiento sencillo y de bajo costo. Sin embargo, requiere de experiencia para interpretar los resultados, lo

cual se realiza de forma subjetiva por el operador.'#

La prueba WMT modificada por Pérez 3 se basa en el mismo principio que CMT, sin embargo, el reactivo de
California ha sido diluido al 50% con agua destilada. Esta prueba es cuantitativa, a diferencia de CMT la cual es
cualitativa y hasta cierto punto subjetiva. La confianza en los resultados dependera de la condicién fisica y de la

limpieza del equipo usado, asi como de la cuidadosa observancia de la técnica.'*>



La prueba CMCS consiste en identificar, a partir de un frotis, el nimero y el tipo de células somaticas en la

leche!3*

El método del Contador Electronico (CE o Fossomatic®) basa su funcionamiento en la citometria de flujo y
analiza el nimero de células somaticas en suspension tefiidas con un colorante fluorescente, las cuales se exponen
a una emision luminosa (lampara de halégeno) emitiendo asi sefiales que son decodificadas por el equipo, y son
interpretadas como la concentracion de células somaticas por p L de leche. El CE tiene la ventaja de trabajar un
elevado nimero de muestras en poco tiempo, ademas de ser confiable, pero representa una inversion inicial muy

elevada en comparacion con los otros métodos. &7

El Contador Infrarrojo (CI 6 DCC®) funciona bajo un principio similar al CE, pero en este caso se utiliza un
rayo infrarrojo que es dirigido hacia una ventana incluida en el “cassette” que contiene la muestra por analizar,
realizandose la cuenta celular sobre éste. El CI emplea equipo cuyo uso es muy practico y, por su reducido tamafo,
permite realizar el andlisis de la leche en cualquier lugar; el proceso se realiza en menos de un minuto con gran

confiabilidad y presenta un costo mucho menor en comparacion al CE.* '?



JUSTIFICACION

La precision de los resultados en la determinacion del numero de células somaticas en la leche mediante
procedimientos electronicos (CI y CE), cuestiona la eficacia de los métodos mecéanicos (CMT y WMT) si
comparamos ambos con la CMCS en la leche. Sin embargo dado que los procedimientos mecéanicos son de
bajo costo, facil utilizacion y frecuente aplicacion en México se justifica conocer la eficacia relativa de ambos
procedimientos aplicados a la leche del tanque recolector, para determinar el nimero de células somaticas y asi

conocer la concordancia que estas pruebas tienen entre si.



OBJETIVO

Determinar si los métodos CMT, WMT, CE y CI miden concentraciones de células somaticas equivalentes entre
si, en muestras de leche cruda obtenidas de tanque recolector del ordefio y comparar estos resultados con los
obtenidos por el CMCS que es el método referido por la Norma Mexicana (NMX-F-700-COFOCALEC-2004)
como método de calibracion para los métodos electronicos.

Categorizar dentro de la NMX-F-700-COFOCALEC-2004 los promedios obtenidos a partir de las 32 muestras
analizadas mediante los métodos: CMT, WMT, CMCS, CE, CI.



HIPOTESIS

Los métodos CE y CI, realizan mediciones similares del nimero de células somaticas en leche al CMCS, a

diferencia de los métodos CMT y WMT, cuya medicién es menos precisa que CMCS respectivamente.



MATERIAL Y METODOS

Se llevo a cabo un estudio observacional analitico del conteo del nimero de células somaticas en leche cruda de
vacas, obtenida del tanque de almacenamiento recolector, utilizando cinco métodos diferentes para determinar
si éstos realizan mediciones similares y/o equivalentes. El estudio se realizé en el Complejo Agro Industrial de
Tizayuca (CAIT), Cuenca Lechera ubicada en Tizayuca, Hidalgo, México, a 19°50” de latitud norte y 98°59° de
longitud oeste del meridiano de Greenwich, a una altura de 2260 m sobre el nivel del mar."

El complejo cuenta con 105 unidades de produccion de leche (establos) en uso, de los cuales se trabajé con 32 de
éstos, con 230 vacas Holstein en promedio en cada unidad ganadera, alojadas en cubiculos de acceso libre, y que
son ordefiadas diariamente dos veces con equipo mecanico.

Los resultados del conteo celular obtenido con cada método fueron convertidos a nimero de células somaticas por
mL de leche para uniformar la unidad de medicion y éstos se agruparon en cada método de analisis.

En cada establo, después del ordefio vespertino y matutino, se procedio a la toma higiénica de una muestra de
leche de 50 mL de la parte alta del tanque de almacenamiento, previa agitacion de la leche durante un ciclo de 10
minutos (Figura 1). Posteriormente la muestra se transportd en refrigeracion portatil, en un tiempo no mayor a 2
horas al laboratorio para determinar la cuenta de células somaticas (Figura 2)."

A partir de cada muestra de 50 mL de leche fueron separados 10 mL en tubos de ensaye estériles, identificados
con el nimero de la unidad de produccion y del tanque correspondiente, con los que se realizaron las pruebas con
los métodos CMT, WMT, CMCS y CI.

Figura 1. Toma de muestra de la parte Figura 2. Transporte portatil de las
alta del tanque recolector. muestras para su analisis.

El remanente de cada muestra se conservo en su propio contenedor y se coloco sobre la banda del equipo para el
analisis de la cuenta de las células somaticas por CE (Figura 3), siguiendo el procedimiento desarrollado por Nils

Fossy descrito por la Food and Drug Administration (FDA) (Figuras 4, 5,6y 7).



Figura 4. Colocacion de la muestra sobre Figura 5. Toma de muestras por parte del

la banda del equipo. equipo para su analisis.
Figura 6. Andlisis de la muestra por el Figura 7. Resultados del analisis presentados
equipo. por el equipo.

La prueba CMT en tanque se realizé con tres mL de la leche (Figura 8) y tres mL de reactivo de California,
realizando la lectura en la paleta de los seis a los diez segundos de mezclar la leche con el reactivo, en los casos
en los que se consider6 que la lectura debia hacerse a los diez segundos, la prueba fue repetida para confirmar los

resultados (Figuras 9 y 10).!4

Figura 8. Colocacion de 3 mL de leche Figura 9. Mezcla 1:1 de la leche y el reactivo
a partir de cada muestra. de California.



Figura 10. Lectura de la reaccion.

La prueba WMT para mastitis se realizo de acuerdo a la técnica modificada por Pérez, utilizando tres mL de leche
y tres mL del reactivo de CMT diluido 1:1 con agua destilada (reactivo de WMT), realizando la lectura de acuerdo

a la tabla indicada por el autor (Figuras 11, 12, 13y 14).°

El nimero de células por mL de leche, se obtuvo mediante el promedio aritmético a partir de los valores maximo

y minimo del rango obtenido como resultado a partir del analisis de las 32 muestras.

Figura 11. Equipo para la prueba de Figura 12. Adicion de 3 mL del reactivo de
Wisconsin- Wisconsin al interior de los tubos.
Figura 13. Mezcla de 3 mL de reactivo Figura 14. Lectura de resultados de la

con 3 mL de leche. prueba de Wisconsin.



Para determinar la Cuenta Microscopica de Células Somaticas (CMCS), se tom6 una muestra de 10 yL con una
micropipeta calibrada (Figura 15), la cual se colocé y distribuy6 uniformemente sobre una laminilla delimitada
por una area de 1cm? (Figura 16), después de lo cual se procedio a secarla y tefiirla con la técnica de Wright (Figura
17). A continuacion, con el objetivo de 100X se procedio a la identificacion y cuenta de las células somaticas
observadas en cada campo, siguiendo una direccion longitudinal a través del didmetro de la superficie marcada
en la laminilla (Figura 18); el total de células identificadas se multiplic por un Factor Unico de Franja (FUF),

obteniendo asi el nimero total de células somaticas por mL de leche.>"

Figura 15. Toma de la muestra con la Figura 16. Deposito y distribucion de la
micropipeta calibrada. muestra sobre la laminilla.

Figura 17. Tincion de la muestra utilizando  Figura 18. Identificacion y conteo de las
la técnica de Wright. células somaticas identificadas.



Para el analisis de las muestras de leche con CI, se tomo6 una muestra de 40 puL directamente del tubo de ensaye
con el cartucho (“cassette”) especial del equipo (Figuras 19 y 20); mismo que se introdujo por la ranura del lector
(Figura 21), procediendo la maquina de inmediato al andlisis de la muestra, y 45 segundos después, se present6 el
resultado en la pantalla indicando el nimero de células sométicas identificadas en la muestra (Figura 23).; infor-

macion que se registro para su posterior analisis estadistico 9,10

Figura 19. Cartuchos del equipo CI Figura 20. Toma de muestra con el

cartucho del equipo.

Figura 23. Introduccion de la muestra Figura 22. El resultado se presenta en la

al equipo para su analisis. pantalla del equipo.



RESULTADOS

En el Cuadro 1 se presenta la estadistica descriptiva de las 32 muestras, asi como el intervalo de confianza al
95% para la media del nimero de células somaticas obtenido por los métodos de Cuenta Microscopica de Células
Somaticas (CMCS), Prueba de California (CMT), Wisconsin (WMT), Contador Infrarrojo (CI) y Contador

Electrénico (CE), respectivamente.

Comparacion del nimero de células somaticas entre métodos.

Por medio de la prueba de rangos con signo de Wilcoxon/Kruskal-Wallis, se comparé el promedio de células somaticas
de cada método de conteo celular, con respecto a CMCS (método de referencia), observandose que el promedio de
células (x EEM) con CMT (381250 + 46541.15) y WMT (235199.12 + 77640.389) fue significativamente menor
que con CMCS (644806.13 £ 148831.07) (Z=161, P=0.001 y Z=226, P<0.001) respectivamente. Por otra parte, no
se observo diferencia significativa entre el promedio de células contadas con CI (499156.25 + 52529.152) y con CE
(553968.75 + 81995.052) respecto de CMCS (Z=58, P=0.285 y Z=44, P=0.419).

Los promedios obtenidos a partir del andlisis de las 32 muestras de leche cruda, obtenidas del tanque recolector
del ordefio se categorizaron de acuerdo a la clasificacion de la NMX-F-700- COFOCALEC-2004 quedando de la
siguiente forma: CMT (381250 CS./mL de leche) clase 1, WMT (235199 CS./mL de leche) clase 1, CMCS (644806
CS./mL de leche) clase 3, CI (499156 CS./mL de leche) clase 2 y CE (553958 CS./mL de leche) clase 3.






CONCLUSIONES

.La cuenta de células somaticas realizada mediante el Contador Infrarrojo de DeLaval y el Contador
Electrénico (Fossomatic) fue tan confiable como la realizada con Cuenta Microscopica de Células
Somaticas.

Las pruebas de WMT y CMT resultaron con lecturas de la cuenta de células somaticas, inferiores a la
prueba de Cuenta Microscopica de Células Somaticas.

La confiabilidad del conteo de células somadticas en leche, es mayor empleando métodos electronicos

o microscopia, que utilizando métodos mecanicos: CMT y WMT.

La prueba de California no es tan confiable como los métodos electronicos y la Cuenta Microscopica
de Células Somaticas, pero ésta representa una herramienta muy valiosa dentro de la unidad de
produccion para conocer de forma aproximada la calidad de la leche y la salud de las ubres dentro
del hato.
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