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I. INTRODUCCION.

Hablar de calidad de la leche significa, para el consumidor productos de buena calidad, de buena
presentacion, para el ganadero mayor produccién al tener su rebafio sano y por lo tanto, mayores
ingresos por venta de la leche. La Ley Federal de Salud (1994), en su articulo 240 establece que la
leche para el consumo humano se entiende a la secrecidon natural de la glandula mamaria de
cabras sanas y bien alimentadas y cuando proceda de otra especie animal se designara con el
nombre de ésta. Se excluye el calostro obtenido cinco dias posteriores al parto y quince dias antes

del mismo (Hernandez y Bedolla, 2008).

Las células somaticas son células blancas propias del organismo que le sirven como defensa a la
glandula mamaria de la cabras contra organismos patégenos. La importancia del conteo de células
somaticas en la leche es que podemos conocer si la leche que obtenemos de la gldndula mamaria
es de buena calidad, asi mismo, conoceremos el estado de salud de la misma al obtener un

numero elevado de células somaticas (Hernandez y Bedolla, 2008).

El conteo de células somaticas (CCS) es el nimero de células por mililitro de leche, es por
consiguiente un indicador atil para la concentracion de leucocitos en leche. El CCS, es usado como

un indicador de la salud de la glandula mamaria (Bradley y Green, 2005).

La determinacién del contenido de células somaticas de la leche, del tanque, de la cabra o de los
medios de la ubre es el medio auxiliar de diagndstico mds importante, para juzgar el estado de
salud de la ubre de un rebafio. Con los resultados de las células somaticas se corrobora la calidad
de la leche; también, es necesario obtener los resultados del tanque cuatro veces por mes (Wolter

y Kloppert, 2004).

Se realizo el presente trabajo con el objetivo de estudiar la correlacidon que hay, entre el conteo
directo de las células somaticas y las cuentas bacterianas totales en la leche de cabra, se llevo a
cabo en los laboratorios de Microbiologia y el de Histologia y Biologia, en el area de veterinaria, y
el médulo caprino en el Centro de Ensefianza Agropecuaria en Campo 4, de la Facultad de

Estudios Superiores Cuauhtitlan de la Universidad Nacional Auténoma de México.



1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Anatomia y fisiologia de la glandula mamaria

Las glandulas mamarias son glandulas dérmicas modificadas, que se clasifican como glandulas
exocrinas cuya funcién es secretar leche para la alimentacidon de los animales jévenes, durante
periodos diversos de vida post-natal; crecen durante la prefiez y comienza a secretar leche

después del parto (Baez, 2002; Bath, 1982).

El aparato suspensorio de la glandula estd constituido por los siguientes 6 elementos:

e La piel, que colabora en la suspensidn y estabilizaciéon de la glandula. Proporciona poco
soporte a la ubre, pero protege el interior de la glandula contra fricciones y bacterias.

e La fascia superficial o tejido subcutdneo sujeta la piel a los tejidos anexos.

e El ligamento suspensorio lateral superficial, que estd parcialmente constituido de tejido
eldstico, pero principalmente por tejido conjuntivo fibroso blanco.

e Ligamento suspensorio lateral profundo, son dos ligamentos que se originan del tenddn
subpélvico envolviendo a la ubre, se insertan en la superficie convexa de la misma y por
medio de numerosas fibras emitidas penetran hacia el interior de la glandula,
continuandose con la red intersticial propia de la glandula.

e El tenddn sub-pélvico, practicamente no forma parte de las estructuras de suspension,
pero es el que da origen a los ligamentos laterales superficiales y profundos.

e El ligamento suspensorio medio es la principal estructura de soporte de la ubre. La
elasticidad del ligamento suspensorio medio es necesaria para permitir que la ubre
aumente de tamano al llenarse de leche (Schmidt, 1974).

2.1.1 Anatomia microscdpica de la glandula mamaria

Los alvéolos son pequefias estructuras como un saco, de forma esférica, tiene un lumen y estan
forrados de células epiteliales, estas células son las unidades bdsicas de secrecidén lactea de la
gldandula mamaria. Mas de la mitad de la leche que se almacena en la gldndula mamaria, se
encuentra en el lumen de los alvéolos, el resto se almacena en los conductos que van de los

lobulillos a los I6bulos (Fuquay, 1982).



Iniciacion de la secrecion de la leche

Para que inicie la lactacion es necesario un equilibrio hormonal especifico. Parece ser esencial para
la lactacidon la presencia de una hormona llamada prolactina que se secreta por la glandula
pituitaria (Gasque y Blanco, 2001). La prolactina es la hormona dominante en la iniciacién de la
lactancia, estimulada por el amamantamiento, asi como otros estimulos ademas que debe
interactuar con otras hormonas para conseguir su mayor efecto. Las hormonas que son sinergistas
de la prolactina para estimular la lactancia, son: El cortisol, la hormona del crecimiento, la
hormona tiroidea y la insulina (Fuquay, 1982). Hay otras hormonas esenciales para la produccion
de leche (hormona foliculo estimulante y la progesterona). La ausencia de las hormonas de
gldndulas adrenales y de la tiroides y de las hormonas de la pituitaria, aparte de la prolactina,

inhiben o detienen la lactacién (Gasque y Blanco, 2001).

La calidad de la leche implica tres aspectos: La cantidad, sus componentes y los factores
contaminantes (contaminacion bacteriolégica, conteo celular somatico y presencia de residuos).
La expresidn concreta de la prevencion de enfermedades y el bienestar animal es la produccién de
leche de calidad. Para lo cual debemos de hablar de salud de la ubre en lugar de mastitis, hablar
de calidad de la leche en lugar de un enfoque meramente productivista y clinico, e incorporando al

consumidor como una parte fundamental en el esquema de calidad (Saltijeral et al., 2003).

2.2 Factores de defensa celulares y humorales de la leche

La leche tiene un efecto que inhibe el crecimiento de bacterias, las mata o las hace inofensivas. Su
efecto antibacterial se debe a factores de defensa celulares y humorales. En estos intervienen los
leucocitos, que pueden ser neutréfilos (polimorfonucleares), los linfocitos y los macréfagos
(principal tipo de células en la leche). Los factores humorales son las inmunoglobulinas, los
factores del complemento, el sistema lactoperoxidasa-tiocianato-peréxidohidrégeno, la
lactoferrina y la lisozima (Wolter et al., 2004). El paso rapido de los leucocitos sanguineos a la luz
alveolar es uno de los mecanismos naturales mas importantes de defensa contra la mastitis. En el
caso de una glandula mamaria sana se puede observar un contenido menor de 200 mil leucocitos
por mililitro de leche (Trejo. 2015). El contenido de leucocitos aumenta como una respuesta a los
microorganismos invasores. En el caso de la mastitis aguda, los conteos pueden llegar hasta

millones de células somaticas por mililitro. Los leucocitos mas numerosos durante el curso de una



mastitis son los polimorfonucleares (PMN). Estos reconocen las bacterias marcadas con
anticuerpos y los fagocitan. Pueden pasar de 12 a 24 horas después de la infeccion antes de que el

contenido de PMN aumenta claramente (Wolter et al., 2004).

El reclutamiento local y la actividad de las células somaticas (o sea leucocitos) son los mecanismos
de defensa inmune mas importantes. Los linfocitos son las Unicas células del sistema inmune que
reconocen antigenos por medio de receptores de membrana y que son especificos para patdgenos
invasores. Existen dos tipos de linfocitos que difieren en funcién y productos proteicos, los
linfocitos T y B. Los porcentajes de estas células pueden ser significativos dependiendo del estado
de la lactancia y de su localizacién en los tejidos (Sordillo et al., 1997). Las células B, representan el
20% de los linfocitos. Su funcidén es reconocer los antigenos o sustancias extraiias para producir
anticuerpos especificos y secretar inmunoglobulinas localmente. Las células T se encargan de
destruir a los antigenos por contacto directo, produciendo linfocinas (células asesinas y células
auxiliadoras) que activan el complejo de histocompatibilidad (inmunidad humoral). El 45% de los
linfocitos esta conformado por este tipo de células (Westweber, 1993; Huirley y Morin). En
distintas muestras de leches, los neutrdfilos son la poblacién de leucocitos mds predominante en
leche de glandulas mamarias infectadas (59% a 99% del total de células somaticas, dependiendo

del estado de la lactancia) (Burton y Erskine, 2003).

2.3 Las células somaticas

Las células somaticas estan constituidas por una asociacion de leucocitos y células epiteliales. Los
leucocitos se introducen en la leche en respuesta a la inflamacidon que puede aparecer debido a
una enfermedad o, a veces, a una lesidn. Las células epiteliales se desprenden del revestimiento
del tejido de la ubre (Blowey y Edmondson, 1995). Se denomina a las células de la leche, a aquellas
células propias del cuerpo (somaticas) en la leche. Estas provienen de la sangre y del tejido de la
gldandula mamaria. El contenido de células somaticas en la leche nos permite conocer datos claves
sobre la funcidn y el estado de salud de la glandula mamaria lactante y debido a su cercana
relacidn con la composicion de la leche un criterio muy importante de calidad de la leche (Wolter y

Kloppert, 2004).



Una vez que las bacterias atacan las células del interior de la glandula mamaria la respuesta
inmunitaria del organismo es enviar gldbulos blancos de la sangre para neutralizar a las bacterias

invasoras.

Las bacterias que invaden el canal del pezdn pueden clasificarse en contagiosas o ambientales. Las
bacterias contagiosas se diseminan entre los pezones de una cabras o entre diferentes cabras de
un rebafio como resultado de practicas de manejo inadecuadas al momento de la ordefia (Garcia,
2004). Las células somaticas son simplemente células del organismo (varios tipos de leucocitos o
células blancas de la sangre) y normalmente estan presentes en la leche en niveles bajos. La
presencia de un incremento del nimero de estas células dentro del alveolo, es un indicador como

respuesta a la infeccion.

Por tanto, las células somaticas son células corporales. Estas pasan a la leche procedente de la
sangre y del tejido glandular. El contenido de células somdticas en la leche nos permite conocer el
estado funcional y de salud de la glandula mamaria en periodo lactante; debido a su estrecha
relacion con la composicion de la leche, es un criterio de calidad muy importante (Bedolla y
Castafieda, 2007; Wolter et al., 2004). De todas las células de la leche de un medio infectado,
aproximadamente el 99% seran leucocitos, mientras que el resto seran células secretoras que se
originan de los tejidos de la glandula mamaria. Juntos, esos dos tipos de células constituyen la
cuenta de células somaticas de la leche que cominmente es expresada en mililitros (Philpot,

2001).

Las células somaticas en leche de cabra, se ven afectadas por la edad, periodo de lactancia, en el
celo, por la alimentacidon entre otras causas y pueden aumentar hasta el doble sin tener un

proceso infeccioso (De Los Reyes, 2011).

2.3.1 Funcion de las células somaticas

Cada leche contiene células somaticas, las cuales en una glandula sana sélo se presentan en un
numero pequefio. En este caso se trata de células de tejido (células epiteliales) y células inmunes,
macroéfagos y linfocitos. La importancia bioldgica de las células somaticas es que participan en la

defensa contra infecciones de la ubre. Cuando hay estimulos o enfermedades de la glandula



mamaria aumenta en contenido de células somaticas, con lo cual el nimero de células inmunes

aumenta considerablemente (Wolter y Kloppert, 2004).

2.3.2 Recuento de células somaticas

Efectuar conteos celulares somdticos es un procedimiento comun, sobre todo en la industria
lactea para medir la calidad de la leche, en el establo se utiliza como indicador de las infecciones.

de la glandula mamaria (Blowey y Edmondson, 1995).

Mds del 98% de las células somaticas que se encuentran en la leche provienen de las células
blancas que ingresan a la misma en respuesta a la invasién bacteriana de la ubre. Un alto conteo
de células somaticas (CCS) se asocia con la pérdida de la produccion de leche. Las glandulas
mamarias que nunca se han infectado normalmente tienen CCS de 20,000 a 50,000 células/ml.

(Garcia, 2004).

Un conteo de células somaticas mayor de 200,000 células/ml indica la presencia de mastitis
subclinicas. Los conteos de células somaticas por debajo de 400,000 células/ml son tipicos de los
rebafios que poseen buenas practicas de manejo, pero que no hacen un particular énfasis en el

control de la mastitis. Los rebafios que poseen un programa de control efectivo de la mastitis

poseen en forma consistente conteos por debajo de las 100,000 células/ml. Conteos de células
somaticas mayores de 500,000 células/ml indican que un tercio de las glandulas se encuentran

infectadas y que la pérdida de leche debido a mastitis subclinica es mayor de 10% (Garcia, 2004).

Las células somaticas son una parte importante en el mecanismo de defensa natural de la cabra.
Cuando el tejido de la ubre se dafia o se infecta, los nimeros significantes de las células blancas de
la sangre aumentan en la leche. La leche normal de cabra tiene un conteo celular mas alto que la
leche normal de las vacas. Esto ha sido por mucho tiempo una preocupacion de duefios de cabras
debido a las normas estandar y los problemas de mercado. El aumento de células somaticas en la
leche de cabra es causado en parte por un aumento en la proporcién de desprendimiento de estas
células epiteliales (CEE) y la presencia de masas citoplasmaticas (CM) lo cual ocurre como

consecuencia del proceso secretor apdcrino (Hinckey, 1983).



Reduccion de la produccion de leche

Tras una infeccidén intramamaria y la consiguiente inflamacidn existe, un incremento significativo
del recuento de células somaticas, pero en el ganado caprino otros factores no infecciosos pueden
tener un importante efecto sobre el recuento de células somaticas. El elevado recuento celular de
la cabra es una caracteristica que define de forma diferencial en esta especie. (Contreras A. Gémez

M., et, al, 2008).

Cuando el recuento de células del rebaifio aumenta, hay una disminucidn correspondiente en la
produccién de leche. Esta disminucidn se produce como consecuencia del dafo infligido al tejido

que produce la leche por las bacterias de la mastitis o de las toxinas que laboran.

Variaciones diarias y de temporada

En la ordefia de la tarde, los recuentos de células tienden a ser mds elevados que en la ordena de
la mafiana. Esto es debido en parte al intervalo mds corto entre ambos ordefios y a la produccion
de menor cantidad de leche que se traduce en un efecto de concentracién. En verano, los
recuentos tienden a ser mas elevados que en invierno aunque no se sabe con certeza la causa de

esto (Blowey y Edmondson, 1995).

Cualquier acontecimiento que produzca estrés, como el estro, la enfermedad, entre otras, pueden

influir en el recuento de células. Ademas de aumentar el nimero de leucocitos en la sangre, con
frecuencia existe una disminucion de la produccién de leche que causa un efecto adicional de

concentracién (Saran y Chaffer, 2000).

2.3.3 Recuento de células somaticas a nivel de rebaio

El contenido de células somdaticas en cabras, no debe superar el limite maximo entre un rango de

1,500,000-2,000,000 contenido de células somaticas por cm? (Palma, 2015).

El nivel de células somaticas como medida normal es de 200,000 células/ml de leche de una
muestra del tanque del establo (cuadro uno), arriba de este nimero se considera como anormal y

es indicativo de que existe una infeccion en el rebafio productor (Hernandez, 2003).



Un rebafio con un recuento de menos de 200,000 tendra poca mastitis contagiosa en comparacion
con un rebafio con un recuento de mds de de 500,000 que tendrd un problema grave,
probablemente significan que el 50% del ganado en produccidon estd enfermo de mastitis
subclinica, elevando considerablemente las pérdidas econémicas. No obstante, los recuentos de
células no se relacionan necesariamente con el nimero de casos clinicos, ya que el problema
podria ser debido a un nivel elevado de mastitis ambiental que repercutird en el recuento de
células (Cabrera, 1962; Garcia, 2003). Conteo de células somaticas: Indica tanto el nivel de mastitis

existente en el rebaiio, como la calidad de la leche producida.

Grado Prueba  Rango de Células Somaticas Interpretacion
de California
N (Negativo) 0-200,000 Medio Sano
T (Trazas) 200,000 - 400,000 Mastitis Subclinica
1 400,000 — 1,200,000 Mastitis Subclinica
2 1,200,000 - 5,000,000 Infeccion Seria
3 Mas de 5,000,000 Infeccion Seria

Cuadro 1. Rango de células somaticas

2.4 Método verde de metilo-pironina (Pappenheim, 1899)

Identificacion de DNA y RNA

El fundamento de este método se basa en la identificacion de acidos nucleicos tanto del DNA
como RNA a partir del reconocimiento de grupos de fosfatos. Esta técnica utiliza dos colorantes
catidnicos (+) aplicados simultdneamente bajo condiciones cuidadosamente controladas, de
concentracién y pH, es un rango de 4.0-4.6 siendo 4.0 el medio dptimo para la mayoria de los
materiales. Se basa fundamentalmente en la forma y tamafio de las moléculas del colorante que

determinan cual sera el color impartido a cada uno de los acidos nucleicos (Ciernan, 1999).

La amplia configuracidon en hélice del cation del Verde de Metilo le otorga un mayor cardcter

catidnico, por lo que, es atraido electroestaticamente a los grupos fosfatos en el lado extremo de
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la cadena de DNA y es mantenido en esta posicién por ayuda de las uniones no idnicas a las
pentosas del DNA vy las nucleoproteinas asociadas, demostrando que posee una mayor afinidad
por moléculas mas polimerizadas favoreciendo por una alta estéreo-especificidad por parte de la

molécula de colorante hacia las moléculas de la cadena de DNA., ver Figura 1 (Ciernan, 1999).

N(CH3z)2

Verde de Metilo (C.I. 42585): PM = 458.488

Figura 1 tomado de (Kiernan. 1999)

La Pironina Y, posee un leve caracter catidnico, una alta afinidad a zonas menos polimerizadas y
una estructura planar que se intercala entre los pares de bases de los acidos nucleicos y no logra
entrar al DNA porque sus iones son excluidos por el Verde de Metilo en el lado externo de la
cadena, por lo que, se une al RNA que al ser una estructura mas abierta, admite facilmente los
cationes de la Pironina Y los cuales se intercalan firmemente entre los pares de bases, neutralizan

los fosfatos y excluyen al Verde de Metilo que no se puede intercalar, ver Figura 2 (Ciernan, 1999).

(CH3)2N \@OU N (CHa)
l

H

Pironina Y (C.1. 45005): PM = 302 812

Figura 2 tomado de (Kiernan. 1999)

Los resultados son una tincidon de cromatina (DNA) azul verdoso, nucleolo (RNA) rojo brillante y
RNA citoplasmatico rojo. En el método de verde de Metilo Pironina Y, donde se utilizan dos
colorantes catidnicos otros materiales basofilicos que los acidos nucleicos pueden ser tefiidos
principalmente por la Pironina y u otros cromdgenos planares catidnicos, por lo que, es necesario

realizar un tratamiento de extraccidn, quimico o enzimatico, a las muestras de tejido para verificar

11
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la especificidad de la tincidn, especialmente en el caso del RNA. Su mecanismo se caracteriza mas
por la selectividad de los colorantes hacia DNA (verde de Metilo) y RNA (pironina Y) que por su

especificidad hacia los acidos nucleicos (Ciernan, 1999).

El Verde de Metilo suele estar contaminado con trazas de Violeta de Metilo, por lo que, al
prepararlo tiene que ser purificado decantandose en una solucién acuosa de cloroformo, ya que el
Violeta de Metilo es soluble en él, hasta que formen dos fases y eliminar la fase inferior, que posee
el cloroformo con el Violeta de Metilo disuelto en el hasta que se observe transparente (Kiernan.

1999).

2.5 Mastitis subclinica

La mastitis constituye el mayor problema en ganado lechero y causa de grandes pérdidas
econdmicas a los ganaderos. La mastitis subclinica se caracteriza por la presencia de un
microorganismo en combinacién con un conteo elevado de células somaticas en leche, esta puede
desarrollar facilmente una inflamacion y no tener tratamiento (Satu 2009; Gallegos y Moncada,
2011). También constituye un reto para los técnicos, ya que la identificacion es una empresa dificil

que requiere del uso de métodos practicos y sensitivos.

Esta enfermedad es causada por diferentes agentes microbianos, tanto por la magnitud como por
la frecuencia con que se presentan, las practicas deben ser encaminadas hacia el control de la
transmisién de los diferentes patdgenos causantes de mastitis. Este tipo de mastitis no presenta
cambios visibles en la leche o ubre. Apenas se percibe una reduccién en el rendimiento de la
leche, siendo alterada su composicidén por la presencia de componentes inflamatorios y bacterias

(Gallegos y Moncada, 2011).

Esta presentacion de la enfermedad es la mas persistente en el ganado lechero; Ocurre
frecuentemente, y puede conducir a grandes pérdidas econédmicas no solo por la reduccién de la
produccién, también por los elevados conteos de células somaticas presentes en los tanques de
leche (Ariznabarreta et al., 2002). En la practica, los casos de mastitis subclinica con frecuencia no
son detectados rapidamente, o pueden incluso no ser reconocidas por el ordefiador (Wellenberg
et al., 2002). Para identificar estos casos de mastitis se hace necesario las técnicas de laboratorio

como la medicién del conteo de células somaticas y el cultivo bacteriolédgico (Sixtos, 2011).
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Existen varios métodos para el diagndstico de la mastitis subclinica, que varian en sensibilidad,

eficiencia, y costo. Como por ejemplo la prueba de Wisconsin o la prueba de California.

2.6 Prueba de Wisconsin

La prueba de Wisconsin, fue disefiada para el uso en el laboratorio y es utilizada para estimar el
contenido de células somdticas de muestras de leche fresca mezclada o leche de tanques de

enfriamiento (Hernandez y Bedolla 2008).

El procedimiento es el siguiente:

Colocar 3 ml de leche en los tubos especiales WMT, agregar 3ml del reactivo por debajo de la
superficie de la leche y tapar los tubos, mover la gradilla 10 veces casi hasta posicién horizontal en

10 segundos.

Después mezclar dejar reposar los tubos durante 15 segundos, como reactivo puede usarse el

mismo que se utiliza para la prueba de California diluido 1:1 con agua destilada.

Invertir la gradilla y en posicién vertical dejar fluir la mezcla durante 15 segundos exactamente la

mezcla sobrante e interpretar los resultados.

Conteos celulares de 100 x 1000 células/ml se consideran valores normales, valores de 500 a 1000

sospechosas y mas de un millén de células se considera mastitis subclinica (INIFAP-SAGAR, 2005).

2.7 Prueba de California

La prueba de California, ha sido empleada durante décadas y sigue siendo la prueba mas utilizada

a nivel de campo para el diagndstico de mastitis. (Hernandez y Bedolla 2008).

Consiste de la siguiente manera:

Se toma una muestra de leche de cada medio en una raqueta para pruebas de California (PCM)
limpia. La raqueta tiene cuatro pequefios compartimientos marcados como A, B, C, y D para
identificar los medios de los que proviene cada muestra. La solucion PCM debe ser reconstituida

de acuerdo a las instrucciones del producto.
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Paso 1: Tome aproximadamente una cucharadita (2cc) de leche de cada medio.

Paso 2: Agregue igual cantidad de solucién PCM a cada compartimiento.

Paso 3: Rote la raqueta con movimientos circulares hasta mezclar totalmente el contenido. No lo

mezcle por mas de 10 segundos.

Paso 4: “Lea” rdpidamente la prueba. La reaccidn visible desaparece en unos 20 segundos. La

reaccioén recibe un calificacién visual, entre mas gel se forme, mayor es la calificacion.

Lectura del PCM:

N = Negativo (No Infectado). No hay espesamiento de la mezcla.

T= Trazas (Posible Infeccion). Ligero espesamiento de la mezcla. La reaccién “Trazas” parece

desvanecerse con la rotacidn continua de la raqueta.

1= Positivo Débil (Infectado). Definido espesamiento de la mezcla, pero sin tendencia a formar gel.

Si la raqueta se rota por mas de 20 segundos, el espesamiento puede desaparecer.

2= Positivo Evidente (Infectado). Inmediato espesamiento de la mezcla con ligera formacién de
gel. Mientras la mezcla se agita, esta se mueve hacia el centro de la copa, exponiendo el fondo del
borde externo. Cuando el movimiento se detiene, la mezcla se nivela y cubre todo el fondo de la

copa.

3= Positivo Fuerte (Infectado). Hay formacion de gel y la superficie de la mezcla se eleva (como un
huevo frito). Esta elevacién central permanece aun después de detener el movimiento de rotacién

de la raqueta de PCM.

Interpretacion de los grados del PCM El grado de PCM esta directamente relacionado con el

promedio del conteo de células somaticas.

Una reaccion de T (trazas) o mas indica que hay mastitis subclinica en el medio (Mellenberger y

Roth, 2004).
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11l. OBJETIVOS

Objetivo general

Establecer un protocolo para evaluar la relacidon que existe entre el conteo directo de las

células somaticas y la cantidad de bacterias presentes en el despunte de leche de cabra.

Objetivos particulares

Comparar la relacidon que existe entre el conteo directo de células somaticas y la cantidad

de bacterias presentes.

Identificar los puntos criticos para la evaluacidon con el método de tincion de verde metil

pironina.

IV. HIPOTESIS.

El conteo directo de células somaticas puede ser un método efectivo para evaluar la

cantidad de bacterias en la leche caprina.
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V. MATERIALES Y METODOS.

El siguiente trabajo se realizé en las instalaciones de la FES-Cuauhtitlan, UNAM, en los laboratorios

de Microbiologia y el de Histologia y Biologia Las tomas de leche fueron recolectadas en el

maddulo de caprinos.

Las cabras de las que se obtuvo la muestra de leche fueron las siguientes, de acuerdo al numero

de identificacion Cuadro dos:

1 04 34 15v268
32 69 77  24n268
36 77 82 55v268
49 79 170 79v268
104 82 178 96na268
149 149 180 154n268

170 170 933 Mez268

178 Gringa 155a268
912 64ez268
933 6636268

Cuadro 2 Numero de identificacion de las cabras

Se obtuvieron 37 muestras del despunte que equivale a la primera leche de cada ordeiia.

La leche se recolectd en tubos estériles de 40 ml y en el laboratorio de Histologia y Biologia

(Foto uno), se separé en dos alicuotas. Una fraccidn se destind para realizar la tincion de verde

metil-pironina (Foto dos y tres).
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En un tubo eppendorf de 500 pL, se agregaron 500 uL de la muestra de la leche, se
homogenizé (brotes). Se extrajeron 10 pL con micropipeta, para hacer las extensiones, se
secaron las muestras al aire, se fijaron por 5 minutos con metanol. Se hidrataron con agua

destilada por 5 minutos, se tifieron con verde metil-pironina sigma aldrich HT70116-500ml.
Sol. Modificado de Karnousky por Mac dowell y Trump 1976:
5.0% 1% paraformoldehido
7.5% 1.5% glutaraldehido
19 0.002% cloruro de calcio
500 | tamopen fosfato a 0.12 m pH 7.2-7.4
5g 1g 2g 10g
0.75ml 1.5 3al15al
100mg 200 400 ag 2.0g
50ml 100 200 | 1000
Alcohol absoluto acético.
5% pironha 17.5ml
2% verde metil pironina 10ml
Agua destilada 250ml
Solucion buffer
M/5 acetato buffer pH 4.8

Microscopio optico american optica modelo spencer O(McManus y Mowry, 1964).
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Foto 1 Preparacion de las muestras.

Foto 2 Preparacion de tincion de verde metil-pironina.
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Foto 3 Preparando las muestras.

Para el conteo directo en el microscopio utilizando la tincién de Verde metil pironina se
realizé el siguiente procedimiento: se colocaron 10 pL de leche en un drea aproximada de 2 cm? de
un portaobjetos, una vez seca la muestra de leche se agregé el colorante y se contaron las células,
se utilizé un microscopio dptico utilizando el objetivo 100X el conteo de células se multiplico por
10,000 para calcular el nimero de células en un centimetro cuadrado y asi obtener el total de

células por mililitro (Fotos cuatro y cinco).

Foto 4 Remojando las muestras.
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Foto 5 Fijacion de las muestras.

La segunda fraccién se destind al cultivo bacteriolégico en el laboratorio de Microbiologia

gue consistid en un conteo de colonias totales por muestra de leche.

Se utilizo:

e Cajas de petri de 2pulg.
e Agar estandar

e Tubos con tapa

e Micropipetas y puntas
e Mecheros

e Alcohol

e Agitador

e Incubadora

e Microscopio electrénico
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Foto 6 Incubando las muestras.

Para las cuentas bacterianas en cultivo, se utilizaron cajas de Petri de 2 pulg., con agar
estandar, se agregé un 0.5 mL de leche y se incubaron a 37° C durante 48 horas, después de esto
se realizé el conteo de unidades formadoras de colonias para bacterias meséfilas (Fotos de la siete

ala11l).
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Foto 7 Preparacion del cultivo bacteriolégico.

Foto 8 inseminando las cajas.

Foto 9 incubacion de las muestras.
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Foto 10 colonias de bacterias.

Foto 11 Conteo de bacterias.
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Y para el andlisis estadistico se utilizd la prueba de correlacion lineal utilizando el
programa pspp. El término correlacion significa relacion mutua, el analisis de correlacién mide e

indica el grado en el que los valores de una variable se relacionan con los valores de otra.
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VI. RESULTADOS.

Se presentan estos resultados en cuadro separado, cada cuadro representa las muestras
recolectadas por dia.

Se obtuvieron los siguientes resultados: en el conteo de unidades formadoras de colonias para
bacterias mesdfilas, en el Cuadro tres.

Las muestras de las cabras que no presentaron crecimiento bacteriano fueron la No. uno y la No
912, mientras que las muestras de las cabras No 170 tuvo 3x107 , la No 178 tuvo 20x10° y la No
933 tuvo 13x107 fueron las que mas tuvieron presencia de patdgenos bacterianos y la cabra No 32

tuvo 5x10? (fue la mas baja).

Node Identificacion Mesofilos UFC/ML
muestra de la cabra

1 1 Sin crecimiento
2 32 5x10?

3 36 34x10°

4 49 1x10°

5 104 2x10*

6 149 31x10°

7 170 3x10’

8 178 20x10°

9 912 Sin crecimiento
10 933 13x10’

Cuadro 3 Resultados de presencia de mesoéfilos, en leche de cabra.

En el Cuadro cuatro la muestra que no presentd patdgenos bacterianos fue la cabra la gringa,
mientras las que tuvieron los valores mas altos fueron la cabra No 82 tuvo 5x107, la cabra No 149

tuvo 2x107 y la cabra No 170 tuvo 2x10°, y las mas baja fue la cabra No 04 tuvo 1x10? -
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No de Identificacion  Meséfilos UFC/ML
muestra de la cabra
1 04 1x10?
2 69 8x103
3 77 7x103
4 79 5x103
5 82 5x10’
6 149 2x10’
7 170 2x10°
8 Gringa Sin crecimiento

Cuadro 4 Resultados de presencia de mesofilos, en leche de cabra.

En el Cuadro cinco la muestra que presentd crecimiento mas alto fue la cabra No 82 tuvo 15x108, y

la mds baja fue la cabra No 933 tuvo 9x103.

No de Identificacion  Meséfilos UFC/ML
muestra de la cabra
1 34 20x10°
2 77 22x10°
3 82 15x108
4 170 11x10°
5 178 1x10°
6 180 1x10°
7 933 9x103

Cuadro 5 Resultados de presencia de meséfilos, en leche de cabra.

Y en el Cuadro seis, las que no presentaron presencia de patdgenos bacterianos fueron la cabra No
15v268, la cabra No 55v268, la cabra No 96na268 y la cabra No 64ez268, mientras que la mas alta
fue la cabra No 6636268 tuvo 46x107 y la menor fue la cabra No 24n268 tuvo 1x10?

26



Nodela Identificacibn Meséfilos UFC/ML
muestra de la cabra
1 15v268 Sin crecimiento
2 24n268 1x10?
3 55v268 No detectados
4 79v268 1x103
5 96na268 No detectados
6 154n268 1x10*
7 Mez268 1x10*
8 155a268 1x10°
9 64ez268 No detectados
10 6636268 46x10’

Cuadro 6 Resultados de presencia de mesofilos, en leche de cabra.

En el Cuadro numero siete se presenta la cantidad de células somdticas de las muestras de la leche
de cabra, la que no presento ninguna célula fue la cabra No 170, mientras la que obtuvo la mas
alta fue la cabra No 933 tuvo 1400 y las que presentaron menores fueron la cabra No 104, la cabra

No 178 y la cabra No 912 con 100 cada una.

No de Identificacion No de células
muestra de la cabra somaticas

1 1 700

2 32 500

3 36 300

4 49 600

5 104 100

6 149 500

7 170 0

8 178 100

9 912 100

10 933 1400

Cuadro 7 resultados del niimero de células somaticas en leche de cabra
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En el Cuadro ocho solo la muestra de la cabra No 69 tuvo 500 células somaticas y todas las demas

no se detectaron ninguna

Nodela Identificacion No de células
muestra de la cabra somaticas

1 04 0

2 69 0

3 77 500

4 79 0

5 82 0

6 149 0

7 170 0

8 Gringa 0

Cuadro 8 resultados del niimero de células somaticas en leche de cabra

En el Cuadro nueve las muestras que no hubo presencia de células somaticas fueron la cabra No
82 y la cabra No 178, mientras la que presentd mayor niumero de células somaticas fueron la cabra
No 34 tuvo 1100 vy la cabra No 180 tuvo 1000, mientras la que obtuvo menos fue la cabra No 77

tuvo 200.

No de Identificacion No de células
muestra de la cabra somaticas

1 34 1100
2 77 200
3 82 0

4 170 100
5 178 0

6 180 1000
7 933 500

Cuadro 9 resultados del niimero de células somaticas en leche de cabra

En el Cuadro 10 la muestra que no presentd células somaticas fue la cabra No mez268, la que

presentd mas fue la cabra No 96na268 tuvo 5000 y las mas baja fue la cabra No 15v268 tuvo 100.
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No de Identificacién No de células
muestra de la cabra somaticas
1 15v268 100
2 24n268 1000
3 55v268 800
4 79v268 3500
5 96na268 5000
6 154n268 1500
7 Mez268 0
8 155a268 900
9 64e2268 300
10 6636268 200

Cuadro 10 resultados del nimero de células somaticas en leche de cabra

En el Cuadro 11 se presentaron las correlaciones entre el conteo de colonias bacterianas y el
numero de células somaticas y se observaron que la correlacion fue negativa r = - 0.094, por lo que
no es significativa esta correlacién y en contra de lo esperado, cuando las células somaticas

aumentaron, las colonias bacterianas disminuyeron.
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MODELO r R? R2 CORREGIDA ERROR
1 -0.094 0.009 -0.022 1032.35
No existieron diferencias significativas.

Cuadro 11 correlacion entre células somaticas y colonias de bacterias mesdfilas en leche de cabra.

En el Cuadro 12, se anotaron los valores estadisticos descriptivos encontrados en este trabajo.

N MiNIMO MAXIMO MEDIA DESVIACION STD
COLONIAS 35 0 210 634523906.3 3379831154.0
CELULAS 34 0 5000.0 591.18 1021.10

Cuadro 12 valores estadisticos descriptivos para células somaticas y cuentas totales de bacterias.
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VII. DISCUSION

En ausencia de infeccion, la leche de cabra presenta, respecto a la de oveja y vaca, tres
caracteristicas peculiares relacionadas con los elementos celulares que contiene: elevado
porcentaje de polimorfonucleares (PMN), elevado contenido de particulas citoplasmaticas y un

mayor recuento de células somaticas (Mohammed, 2009).

La primera especificidad en la secrecidon lactea caprina es que los polimorfonucleares (PMN)
suponen el principal componente celular tanto en glandulas sanas como en infectadas (Dulin et al.,
1983; Rota et al., 19933; Sierra et al., 1999) representando aproximadamente el 70% de las células

somaticas.

Una segunda especificidad de la leche de cabra es que presenta un elevado nimero de particulas
citoplasmaticas, lo cual es debido a que la secrecion lactea de la cabra es de tipo apocrino (Dulin

et al., 1982; Dulin et al., 1983; Paape y Capuco, 1997).

Finalmente, un tercer aspecto caracteristico de la leche de cabra es que su concentracion celular
es mas elevada que en la leche de vaca y oveja (Corrales et al., 1997) . Asi, en ausencia de mastitis,
el RCS en la leche de cabra pueden variar entre 270.000 y 2 millones de cels/ml, mientras que en la
leche de vaca y oveja se situaria entre 10.000 y 200.000 cels/ml (Paape et al., 2007). Ademas, los
estudios histopatoldgicos realizados en ubres de ganado caprino con altos recuento de células
somaticas (RCS), no han encontrado ningun tipo de trastorno en la glandula, lo cual sugiere que los

altos RCS son de naturaleza fisiolégica y no patoldgica (Zeng y Escobar, 1997).

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron en este trabajo, analizando las muestras tenemos lo

siguiente:

Del Cuadro No tres y el No siete la muestra de leche de la cabra No uno, no presentd crecimiento
bacteriano y tuvo la cantidad de 700 de células somaticas, la muestra de leche de la cabra No 912
no tuvo crecimiento bacteriano y tuvo la cantidad de 100 de células somaticas. La cabra No 170
tuvo 3x10’ de patdgenos bacterianos y tuvo cero de células sométicas. La cabra No 933 tuvo

13x107 de patdgenos bacterianos y tuvo 1400 de células somaticas.
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Del Cuadro No cuatro y el No ocho tenemos que, la cabra No 77 tuvo 7x10°® de colonias
bacterianas y de células somaticas 500, mientras que las demas muestras no se detectaron la

presencia de células somaticas.

Del Cuadro No cinco y el No nueve, la muestra No 82 tuvo 15x108 de colonias bacterianas (la mas
alta) y cero crecimiento de células sométicas, la muestra No 178 tuvo 1x10° de crecimiento
bacteriano y no se detecto presencia de células somaticas. La muestra No 34 tuvo 20x10° de

colonias bacterianas y de células somaticas tuvo 1,100 (la mas alta).

Del Cuadro No seis y el No 10, la muestra No 24n268 tuvo cero crecimiento de patdgenos y de
células somaticas tuvo 100, la muestra No 55v268 tuvo cero presencia de colonias bacterianas y
tuvo 800 de células somaticas. La muestra No 96na268 tuvo cero de colonias bacterianas y de
células somaticas tuvo 5,000 (la mas alta), la muestra No 64ez268 tuvo cero presencia de colonias
bacterianas y de células somaticas tuvo 300, mientras que la muestra No mez268 tuvo 1x10* de

colonias bacterianas y de células somaticas tuvo cero.
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VIIl. CONCLUSION

Por lo tanto es sabido, que las cabras tienen de manera natural mas células somaticas en la leche
gue otros animales domésticos que producen leche como la oveja y la vaca, esto ha dificultado
determinar con alguna precision los limites de la mastitis subclinica, en el presente trabajo la
correlacién fue negativa es decir que mientras que las células somaticas aumentaban las colonias
bacterianas bajaron. Esto permite inferir que las células somaticas que son leucocitos de defensa

actuaron con eficiencia.

La hipdtesis propuesta en la cual las células somaticas permiten detectar la cantidad de bacterias
en la leche, no pudo ser probada debido a que las correlaciones no fueron estadisticamente
significativas, fueron negativas por lo que no se puede establecer una relacién directa entre

leucocitos y cargas bacterianas.

En base a lo anterior se puede establecer una nueva hipdtesis en la cual las cabras tienen una

tendencia natural a padecer menos mastitis que otros rumiantes domésticos.
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