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l.-INTRODUCCION

En el presente trabajo se hace referencia a los principales métodos de
deteccion de la mastitis bovina, los cuales resultan ser de gran importancia para
diagnosticar este problema que es muy frecuente en el ganado productor de leche y

que ocasiona grandes pérdidas econdmicas a los productores en todo el mundo.

El documento esta estructurado de la siguiente manera: primero, se aborda lo

referente a lo que es la mastitis y las formas como ésta se presenta en el ganado.

Enseguida, se describe el primer método que es el de la observacion y
palpacion de la ubre, posteriormente las pruebas fisicas que dentro de estas estan la
prueba de escudilla de ordefio, prueba de pafio negro y taza probadora las cuales se
encargan de diagnosticar mastitis clinicas, las siguientes pruebas son las quimicas
como la prueba de conductividad eléctrica de la leche, papel indicador de mastitis y
prueba de whiteside que sirven también para diagnosticar mastitis clinicas y
subclinicas, las pruebas biologicas son la prueba de California para mastitis (CMT),
la prueba de Wisconsin para mastitis (WMT), el monitoreo de células somaticas, asi
como el diagndstico bacterioldgico por los métodos de aislamiento, cultivo, tincion,
bioquimica e identificacion y por ultimo el conteo de células somaticas por

microscopia directa.

Finalmente, se hace referencia a los métodos de conteo electrénico celular

como el Bactoscan, Fossomatic y el Counter Coulter.

Métodos de deteccion de la mastitis bovina 1
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La metodologia utilizada consistio en la busqueda, obtencion, deteccion,

consulta, extraccion y sintesis de informacion sobre el tema objeto de estudio.

El objetivo del trabajo fue describir cada uno de los métodos de deteccion de

la mastitis bovina que se utilizan con mayor frecuencia en el mundo.

Métodos de deteccion de la mastitis bovina 2
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Il.- REVISION DE LITERATURA

2.1.- MASTITIS

La mastitis, es la respuesta inflamatoria de la glandula mamaria normalmente
causada por bacterias (Kerr y Wellnitz, 2003; Bannerman et al., 2004; Hansen et al.,
2004; Hillerton y Berry, 2005). Es probablemente la mas costosa de las
enfermedades infecciosas, endémicas que afecta a las vacas y otras especies
lecheras. Su impacto es en la produccion animal, bienestar animal y la calidad de la

leche producida (Hillerton y Berry, 2005).

Se caracteriza por la entrada de células somaticas, principalmente neutrofilos
polimorfonucleares (PMN), en la glandula mamaria y por un aumento en el contenido

de proteasa en la leche (Kerr y Wellnitz, 2003).

La mastitis, es reconocida comunmente por los signos clinicos, y mas obviamente
por las anormalidades en la leche y la ubre (Hillerton y Berry, 2005). Los sintomas
clinicos incluyen una disminucién en la produccion de leche, aumento en el numero
de leucocitos, composicion y apariencia alterada (grumos) de la leche, fiebre, cuartos

mamarios enrojecidos, hinchados y calientes.

Las vacas con mastitis subclinica no muestran ninguna sefial obvia de la
enfermedad ( Kerr y Wellnitz, 2003), y a menudo presentan una disminucion en la
produccion, un conteo elevado de leucocitos y un aumento en el contenido de

bacterias en la leche (Hansen et al., 2004; Hillerton y Berry, 2005).

Métodos de deteccion de la mastitis bovina 3
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2.2.- METODOS DE DETECCION DE LA MASTITIS BOVINA

2.2.1.- Observacion y palpacion de la ubre

En la mastitis subclinica, la ubre de la vaca permanece aparentemente sana,
la leche que produce, a simple vista, es una leche normal, pero una infeccidon
incipiente puede estar dafiando el tejido glandular y provocando por lo tanto una

alteracion en la leche que esta produce (Pérez et al., 2005).

La infeccion puede provocar inflamacion de uno, varios cuartos o de toda la
glandula, aumento de la temperatura en el area afectada, asi como enrojecimiento de
la zona y dolor, estos eventos provocan que el sistema inmune del animal actué
tratando de aliviar el problema, ademas de lograr la mayoria de las veces mantener
la infeccidn unicamente en el area afectada sin alterar otros 6rganos o sistemas del

animal (Pérez et al., 2005).

Cuando se encuentran todos o alguno de los sintomas enumerados se puede
interpretar como un caso de mastitis clinica, donde ademas se encuentran cambios
importantes en la leche que produce el tejido afectado, estos cambios pueden
consistir en alteracion del color, aparicion de grumos, coagulos sanguinolentos,

coagulos con pus, o una leche mas acuosa, entre otros (Pérez et al., 2005).

Métodos de deteccion de la mastitis bovina 4
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2.2.2.- PRUEBAS FiSICAS

Estas s6lo son utiles cuando la mastitis ya esta avanzada y no detectan
mastitis subclinica. Dentro de estas se encuentran las siguientes: la prueba de la

escudilla de ordefio, prueba del pafio negro y la taza probadora (Pérez et al., 2005).

2.2.2.1.- Prueba de la escudilla de ordeio

Para leches anormales, se recoge la leche sobre un tejido negro extendido
encima de la escudilla, los grumos se hacen asi muy visibles (Figura 1) (Charles,
1984).

Figura 1. Prueba de la escudilla de ordefio

Métodos de deteccion de la mastitis bovina 5
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2.2.2.2.- Prueba del pafio negro

Esta se realiza durante la preparacion de la vaca para la ordefna. Consiste en
la deteccion de grumos en la leche (tolondron) haciendo pasar los primeros chorros a
través de una malla negra o bien utilizando una cubetilla especialmente disefiada
para eso (Figura 2). Es recomendable realizar este procedimiento en todos los
ordefios ya que ademas de detectar leche anormal, se eliminan bacterias que
normalmente se encuentran en mayor cantidad en estos primeros chorros y ademas

se estimula la “bajada” de la leche (Pérez, 1986).

Figura 2. Prueba del paio negro

2.2.2.3.- Taza probadora

Examine los primeros chorros de leche de cada ordefio sobre un recipiente

(strip cup) de fondo oscuro (Figura 3). Los coagulos, escamas, hilos, materia fibrosa,

Métodos de deteccion de la mastitis bovina 6
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secreciones acuosas, o color anormal indican que la leche no es normal y que hay
problemas probables. En la mastitis cronica la leche no tiene apariencia visible

anormal en todos los ordefios (Carridn, 2001).

Figura 3. Taza probadora

2.2.3.- PRUEBAS QUIMICAS

Entre éstas se encuentran: la conductividad eléctrica de la leche, papel
indicador de mastitis y la prueba de Whiteside. Respecto a la conductividad eléctrica
CE, el procedimiento quimico es muy variable y hasta cierto punto subjetivo por lo

gue no es recomendable como prueba unica (Pérez et al., 2005).

2.2.3.1.- Conductividad eléctrica de la leche

La Prueba de Conductividad Eléctrica (PCE) se ha utilizado como un indicador
de la mastitis durante la ultima década, se basa en el aumento de conductividad

eléctrica de la leche debido a su mayor contenido electrolitico especialmente iones

Métodos de deteccion de la mastitis bovina 7
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de sodio y de cloro y se ha desarrollado como un método para monitorear el estado
de la mastitis en la vaca (Medina y Montaldo, 2003; Norger et al., 2004).

Se le encuentra como parte de algunos equipos de ordefio computarizados
dentro de las salas de ordefio asi como también en forma de medidores portatiles, lo
que permite el monitoreo individual por cuarto (Medina y Montaldo, 2003; Norger et
al., 2004).

Esta técnica es importante porque mide la lesion, como es el caso del
recuento celular. Sin embargo, sus limitaciones probablemente restringen su uso a
vacas de produccion elevada que se mantienen en rebafos pequefios, 0 en

laboratorios con autoanalizadores (Radostits, 2002).

Se puede emplear una combinacién de la deteccidon de mastitis subclinica
tomando como base la conductividad eléctrica de la leche, la produccion lactea, el
numero de parto y los dias de lactacién, como un modelo logistico de regresién como
instrumento de andlisis en un rebafo con una incidencia alta de mastitis subclinica
(Radostits, 2002).

El aparato disponible que se promociona con mas frecuencia, basado en la
medicion de la conductividad eléctrica de la leche, es un dispositivo que se sostiene
con la mano y tiene una copa empotrada donde se lanzan los chorros de la leche
(Figura 4) (Radostits, 2002).

Métodos de deteccion de la mastitis bovina 8
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Figura 4. Aparato para determinacion de la conductividad eléctrica de la leche

Permite la identificacion de la mastitis clinica con precision, pero en el caso de
las mastitis subclinicas, la precision es solo del 50% en comparacion con los
métodos estandar (Radostits, 2002).

Este instrumento proporciona una lectura digital del resultado de la PCE y
representa una alternativa a la Prueba de California para Mastitis (CMT) como
prueba de monitoreo de la mastitis subclinica al lado de la vaca (Medina y Montaldo,
2003). Aunque a veces da como resultado un gran numero de falsos positivos o de

falsos negativos, por lo que no es muy confiable (Wolter et al., 2004).

Este sistema permite controlar las nuevas infecciones intramamarias en los
cuarterones de forma continua en cada ordefo. Todavia queda mucho que aprender
sobre la interpretacion y utilizacion de estos datos automatizados de la EC de la
leche (Radostits et al., 2002).

Métodos de deteccion de la mastitis bovina 9
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2.2.3.2.- Papel indicador de mastitis

Este método, consiste en un papel sobre el que se hace caer directamente del
pezon algunas gotas de leche, se consideran sospechosas las leches que dan una
coloracion correspondiente a un pH igual o superior a 7 (Figura 5). La prueba

descubre el 50% de las leches infectadas (Charles, 1984).

Figura 5. Papel indicador de mastitis

2.2.3.3.- Prueba de whiteside

La mezcla de leche con una solucion de NaOH al 4% ocasiona que la leche se
gelifique formando grumos que son visibles. Los grumos seran mas grandes
conforme la leche contenga mayor numero de células somaticas. Para hacer mas
visible la reaccion es conveniente usar una placa de acrilico negra que puede tener
dibujada 4 cuadros de 3cm x 3cm, uno por cada cuarto (Figura 6) (Avila, 1984;
Pérez, 1986).

Métodos de deteccidn de la mastitis bovina 10
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Figura 6. Procedimiento de la prueba de whiteside

Procedimiento:

a) Colocar 5 gotas de leche fria en el centro del cuadrito y agregar 2 gotas de la
solucién de NaOH al 4%.

b) Mezclar vigorosamente, dispersando la leche en el cuadrito por medio de un
palillo. Continuar mezclando por alrededor de 20 segundos y dar lectura al resultado.

c) Interpretar de acuerdo al siguiente Cuadro 1:

Cuadro 1. Interpretacion de resultados de la prueba de Whiteside

mm de leche Células somaticas / ml
Negativo 0o - 325,000
Traza 300,000 - 600,000

1+ 600,000 — 1, 000,000
2+ 1, 000,000 - 2, 000,000
3+ mas de 2, 000,000

Fuente: Pérez, 1986.

Métodos de deteccidon de la mastitis bovina 11
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2.2.4.- PRUEBAS BIOLOGICAS

Dentro de éstas se encuentran: la prueba de California para mastitis, prueba
de Catalasa, prueba de Wisconsin, prueba de CAMP y el monitoreo de células
somaticas, asi como el diagndstico bacterioldégico por los métodos de aislamiento,

cultivo, tinciéon, bioquimica e identificacion (Pérez et al., 2005).

2.2.4.1.- Prueba de California para Mastitis (CMT)

La Prueba de California para Mastitis (CMT, por sus siglas en inglés) ha sido
empleada durante décadas y sigue siendo la prueba mas utilizada a nivel de campo
para el diagnéstico de mastitis en el ganado bovino lechero (Morresey, 1999;
Radostits, 2000; Medina y Montaldo, 2003; Erskine, 2001; Bedolla, 2004).

Es una prueba sencilla que es util para detectar la mastitis subclinica por
valorar groseramente el recuento de células de la leche. No proporciona un resultado
numeérico, sino mas bien una indicacion de si el recuento es elevado o bajo, por lo
que todo resultado por encima de una reaccién vestigial se considera sospechoso
(Blowey y Edmonson, 1995; Bedolla, 2004).

Pasos a sequir para la realizacion de la Prueba de California para Mastitis

1. Se desecha la leche del preordeiio (Figura 7).

Métodos de deteccidn de la mastitis bovina 12
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2. Se ordefian uno o dos chorros de leche de cada cuarto en cada una de las placas
de la paleta (Figura 8).

3. Se inclina la paleta de modo que se desecha la mayor parte de esta leche.

4. Se anade a la leche un volumen igual de reactivo (Figura 9).

5. Se mezcla el reactivo y se examina en cuanto a la presencia de una reaccion de
gelificacion (Figura 10). Antes de continuar con la vaca siguiente se debe enjuagar la

placa.

Figura 7. Despunte Figura 8. Utilizacién de la paleta

Figura 9. Volumen de reactivo en la leche Figura 10. Examen de la muestra

Los resultados pueden ser interpretados en cinco clases (Figura 11): desde el
resultado negativo en el que la leche y el reactivo siguen siendo acuosos, hasta el

recuento de células mas elevado en el que la mezcla de la leche y el reactivo casi se

Métodos de deteccidon de la mastitis bovina 13
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solidifica. Esto se determina en relacion a la reaccion de gelificacion (Cuadro 2)
(Pérez, 1986; Blowey y Edmonson, 1995; Bedolla, 2004).

La prueba consiste en el agregado de un detergente a la leche, el alquil-aril
sulfonato de sodio, causando la liberacién del ADN de los leucocitos presentes en la
ubre y este se convierte en combinacion con agentes proteicos de la leche en una
gelatina (Smith 1990; Saran y Chaffer, 2000; Medina y Montaldo, 2003).

A mayor presencia de células se libera una mayor concentracion de ADN, por
lo tanto mayor sera la formacion de la gelatina, traduciéndose en nuestra lectura e
interpretacion del resultado como el grado mas elevado de inflamacion (Smith 1990;
Saran y Chaffer, 2000; Medina y Montaldo, 2003).

Es decir, permite determinar la respuesta inflamatoria con base en la
viscosidad del gel que se forma al mezclar el reactivo (purpura de bromocresol) con
la misma cantidad de leche en una paleta con cuatro pozos independientes
permitiendo evaluar cada cuarto independientemente (Smith 1990; Saran y Chaffer,
2000; Medina y Montaldo, 2003).

Desafortunadamente esta prueba es muy subjetiva y tiene que hacerse al lado
de la vaca durante el ordefo (lo que interfiere con el manejo del ordefo) (Pérez,
1986).

La Prueba de California es un método de diagndstico que posee una

sensibilidad del 97% y una especificidad del 93%. Sus ventajas principales son:

Métodos de deteccion de la mastitis bovina 14
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1. Es una técnica muy sensible y se puede utilizar tanto en una muestra
de cuartos, como una muestra del tanque enfriador. En una muestra de
tanque, los resultados de grado 2 y 3, indican un alto porcentaje de
vacas infectadas.

El material extrafio no interfiere con la prueba (pelo u otro material).
La prueba es simple y no requiere de equipo costoso.

La paleta es facil de limpiar después de cada uso (Baez, 2002).

A pesar de sus ventajas, la técnica presenta los siguientes inconvenientes:

1. Los resultados pueden ser interpretados de forma variable, entre los
individuos que realicen la prueba, por lo que resulta necesario
uniformizar el criterio de casos positivos y su categorizacién en grados.

2. Pueden presentarse falsos positivos en leche de animales con menos
de diez dias de paridos o0 en vacas proximas a secarse.

3. La mastitis clinica aguda da resultados negativos, debido a la
destruccion de los leucocitos por las toxinas provenientes de los

microorganismos presentes (Baez, 2002).

Dos o ++ Tres o +++ Mastitis clinica

Figura 11. Interpretacién de los resultados de la Prueba de California

Métodos de deteccidon de la mastitis bovina 15
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Cuadro 2. Interpretacion de resultados de la Prueba de California para Mastitis

Escala de CMT Rango relativo del nivel de células somaticas
(células/ml)
Negativo <200.000
Trazas 150.000-500.000
1 400.000-1.500.000
2 800.000-5.000.000
3 >5.000.000

Fuente: NMC, 1999; Saran y Chaffer, 2000.

2.2.4.2.- Prueba de Wisconsin para Mastitis (WMT)

La Prueba de Wisconsin para Mastitis (WMT), fue disefiada para el uso en el
laboratorio, y es utilizada para estimar el contenido de células somaticas de muestras
de leche fresca mezclada o leche de tanques de enfriamiento, asi como para
muestreo de vacas individuales. Se utiliza una solucion similar a la que se emplea
con la prueba de California (CMT), pero en contraste con esta ultima, los resultados
se miden cuantitativamente dependiendo de la viscosidad, no cualitativamente o de
estimarla a ojo de buen cubero como en la CMT (Fernandez, 1997; NMC, 1999;
Bedolla, 2004).

La técnica consiste en utilizar un tubo graduado en milimetros en donde se

depositan 2 ml de leche y una mezcla de 2 ml de reactivo para CMT con agua

Métodos de deteccidn de la mastitis bovina 16
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destilada (1:1) ambas a temperatura ambiente. Enseguida se agita durante 10
segundos, horizontalmente y de izquierda a derecha. Se deja reposar 10 segundos y

posteriormente se invierten los tubos durante otros 10 segundos.

Una vez transcurrido el tiempo, se procede a realizar la lectura en el tubo por
debajo de la espuma que se forma (Figura 12). Los resultados se relacionan con la
escala graduada en mililitros del tubo y su valor de células somaticas, empleando
para su interpretacién una tabla especifica para la prueba (Cuadro 3) (Fernandez,
1997).

Los rebanos con una puntuacion baja entre 3 y 12 estan en condiciones
buenas a regular, mientras que los rebafos con puntuaciones superiores a 12

requieren de atencidn inmediata (Carrién, 2001).

rj L
Helded ]
SN RAAS BYAYVAV.VAv

1) 3ml de leche + 3ml reactivo. 2) Se agitan por 10 seg.
y se dejan reposar por 15 seg.

-

YY)

k3
.
.

884
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<

3) Se voltean durante 15 seg. 4) Se procede a la lectura.

Figura 12. Procedimiento Wisconsin WMT para el diagnostico de la mastitis
subclinica
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Cuadro 3. Interpretacién para prueba de Wisconsin

Wisconsin (milimetros) Conteo Celular Somatico Pérdida de produccién
3 140,000
4 165,000 5%
5 195,000
6 225,000
7 260,000
8 300,000 8%
9 340,000
10 380,000
11 420,000
12 465,000
13 515,000
14 565,000
15 620,000
16 675,000
17 730,000 9-18%
18 790,000
19 855,000
20 920,000
21 990,000
22 1,055,000
23 1,130,000
24 1,200,000
25 1,200,000
26 1,360,000
27 1,440,000
28 1,525,000
29 1,610,000
30 1,700,000
31 1,800,000 19-25%
32 1,920,000
33 2,030,000
34 2,180,000
35 2,280,000

Fuente: Philpot y Nickerson, 1992.
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2.2.4.3.- Monitoreo del conteo de células somaticas

Con el nombre de células somaticas se designa a las células del propio
organismo. Por tanto, las células somaticas son células corporales. Estas pasan a la
leche procedente de la sangre y del tejido glandular. ElI contenido de células
somaticas 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 (Wolter et al., 2004;
Bedolla, 2004).

La leche de una ubre sana presenta pocas células somaticas. En este caso se
trata de células de tejido (células epiteliales) y células inmunes (neutréfilos
polimorfonucleares, granulocitos, macréfagos, linfocitos). El porcentaje de los
diferentes tipos de células somaticas en la leche de las glandulas mamarias sanas es
como sigue: a) macrofagos (60 %); b) linfocitos (25 %); y c) neutrdfilos o leucocitos
polimorfonucleares (15 %) (Philpot, 2001; Wolter et al., 2004; Bedolla, 2004).

De todas las células de la leche de un cuarto infectado, aproximadamente el
99 % seran leucocitos, mientras que el resto 1% seran células secretoras que se
originan de los tejidos de la ubre. Juntos esos dos tipos de células constituyen la
cuenta de células somaticas (CCS) de la leche que comunmente es expresada en
mililitros (ml) (Philpot, 2001; Bedolla, 2004).

El conteo de células somaticas (CCS) es la medicion mas ampliamente

utilizada para supervisar en estado inflamatorio de las glandulas mamarias, y puede
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ser realizada en la leche de: 1. cuartos individuales; 2. vacas individuales; 3. el hato
completo; 4. un grupo de hatos (Philpot, 2001; Bedolla, 2004).

La infeccion intramamaria es el principal factor causante de cambios en la
CCS en la leche. Cuando los microorganismos causantes de mastitis invaden un
cuarto de la ubre y empiezan a multiplicarse o cuando el numero de estos aumenta
significativamente en un cuarto infectado, el organismo de la vaca tiende a reclutar
leucocitos para combatir a dichos microorganismos causantes de la mastitis (Philpot,
2001; Bedolla, 2004).

Las glandulas mamarias que nunca se han infectado normalmente tienen CCS
de 20,000 a 50,000/ml. En grandes poblaciones de vacas, 80 % de los animales no
infectados tendran un CCS menor de 200,000/ml y 50% menor de 100,000/ml. Una
razon de las cuentas ligeramente elevadas en animales no infectados es que algunos
cuartos tuvieron una infeccién previa de la cual no se han recuperado totalmente
(Philpot, 2001; Bedolla, 2004; Pérez et al., 2005).

Segun Philpot, (2001) datos obtenidos de numerosos estudios, sefialan que la
mayoria de las vacas con una CCS menor de 200,000/ml probablemente no estan
infectadas, y que la mayoria de esas vacas con cuentas mayores de 300,000/ml
probablemente estan infectadas. Mientras que aquellas con una CCS entre 200,000

y 300,000/ml son dificiles de interpretar (Fernandez, 1997).

En base a lo anteriormente expuesto, cabe senalar que el registro ordenado

de los resultados de las pruebas de monitoreo mensual de vacas individuales nos va
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a proporcionar informacion muy util para el manejo del hato, para el ganadero, y el
veterinario. Aunque estas pruebas de monitoreo no diagnostican la causa o tipo de
infeccidn o si hay una lesion presente, si alertan al ganadero y al veterinario de que
un problema se esta desarrollando, por lo que se debe poner mucha atencion al
respecto (Fernandez, 1997; Bedolla, 2004; Pérez et al., 2005).

2.2.4.4.- Pruebas bacteriolégicas

Los cultivos en laboratorio son necesarios para identificar los organismos
especificos que se encuentran comprendidos en un caso clinico de mastitis y para
distinguir los animales sanos de aquellos que presentan un caso subclinico. La
fidelidad de los resultados de laboratorio depende de los cuidados sanitarios que se
tengan durante la toma de muestras y su manipulacién posterior (Figura 13) (Pérez
et al., 2005).

Figura 13. Procedimiento de siembra, incubacion e identificacion

Al extraer muestras se deben descartar dos o tres chorros de leche y se

deben asegurar que las tetas estén bien limpias y que se han frotado los extremos de
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las mismas durante algunos segundos con un algodén humedo con 70% de alcohol,
antes y después de recoger las muestras en un recipiente esterilizado se deben
congelar hasta entregarlas al laboratorio. Los procedimientos bacterioldgicos son
esenciales para la seleccion de los agentes terapéuticos que tienen especificidad

para el germen presente (Pérez et al., 2005).

2.2.4.5.- Conteo de células somaticas por microscopia directa

El recuento microscépico directo de células somaticas de la leche denominado
también, método oéptico, si bien es de referencia, actualmente es de poca utilidad
cuando se trata de un gran numero de muestras y se debe trabajar con una
metodologia mas rapida. Sin embargo, aun mantiene su utilidad para los trabajos de

investigacion (Saran y Chaffer, 2000).

El método tradicional de recuento de células somaticas es el “recuento directo”
por microscopio utilizando un agrandamiento de 500x. Es un ensayo cuantitativo de
laboratorio por el cual se examinan bajo el microscopio utilizando frotis tefidos de
leche problema y se cuenta el niumero de células somaticas (Figura 14). Los tanques
de leche a granel con mas de un millén de células por mililitro de leche, sugieren que

por lo menos el 40% de las vacas de la explotacion tienen mastitis (Carridn, 2001).

Figura 14. Procedimiento de microscopia directa
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Los recuentos de menos de un cuarto de millén, indican que no mas del 10%
de las vacas estan clasificadas bajo el numero 2 de la escala de calificacion en la
prueba de California. Este método es mas preciso, pero también el que consume
mas tiempo y requiere ademas equipo costoso. En la Federacion Internacional de
leche existe una descripcion del método “A”: Se coloca la leche en una placa de
vidrio y una persona cuenta las células visibles en el microscopio. Sin embargo, es
dificil que una persona alcance a contar mas de 10 muestras por hora (Carridn,
2001).

Es por eso que los procedimientos directos de recuentos por microscopio
deben considerarse anticuados, ya que no pueden utilizarse para analizar un gran

numero de muestras en poco tiempo y con alta precision (Carrion, 2001).

2.2.5.- METODOS DE CONTEO ELECTRONICO CELULAR

Los métodos electronicos tienen en la actualidad una aplicacién universal,
sobre todo en laboratorios de control lechero o dedicados al diagndstico o
investigacion de la mastitis, utilizandose aparatos de recuentos celulares como el
Bactoscan, Fossomatic (Foss Electric, Dinamarca) y el Counter Coulter (Coulter,
Inglaterra) (Saran y Chaffer, 2000; Bedolla, 2004).
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2.2.5.1.- Método bactoscan

Se utiliza para obtener un recuento total de las bacterias en la leche cruda. Es
un aparato electrénico y rapido (hasta 80 muestras por hora). Las bacterias son

aproximadamente diez veces menores que las células somaticas (Carrion, 2001).

2.2.5.2.- Método fluoro-opto-electréonico (Fossomatic) y Counter Coulter

Estos dos aparatos poseen alta correlacion con la microscopia optica, por lo
que proporcionan una medida segura en el recuento de células somaticas. Sin
embargo, se pueden presentar variaciones en el recuento en las mismas muestras
cuando se realizan con los dos aparatos debido a la diferencia de operacion de cada
uno de ellos (Saran y Chaffer, 2000; Bedolla, 2004).

El Fossomatic basa su calculo en la tincién fluorométrica del material nuclear,
mientras que el Counter Coulter cuenta el nimero de impulsos eléctricos resultantes
de las particulas que pasan entre dos electrodos (Figura 15) (Djabri et al., 2002). Es
decir, cuenta particulas de un diametro determinado, que para el caso serian las
células, pero en el rango de recuento entrarian otras particulas, aumentando
ligeramente el valor en comparacion con el Fossomatic (Saran y Chaffer, 2000;
Bedolla, 2004).
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Figura 15. Aparato Counter Coulter

El Fossomatic consiste en el filtrado de una solucion de leche mezclada con
detergente (Triton X-100 EDTA) a través de una membrana con poros finos. Un
procedimiento colorimétrico basado en la reaccién con el ADN de las células es
entonces utilizado para determinar el contenido de ADN que esta relacionado
directamente con el numero de células presentes en la muestra inicial (Djabri et al.,
2002; Bedolla, 2004).

Procedimiento: Se coloca una muestra de leche de 5ml de leche a 40° C. En el
Fossomatic se tifien las células somaticas con un colorante fluorescente para obtener
una reaccion solo con el ADN de las células. Es por eso que las particulas sucias y
los glébulos de los lipidos no se suman al numero de las células somaticas. La
muestra pasa frente a una luz especial y un detector registra cada célula somatica.
Entre cada muestra el aparato limpia su sistema de flujo para evitar el efecto del
arrastre de una muestra a otra. Todas estas funciones son automaticas (Carrion,
2001).
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Las funciones principales del operario son las de preparar los reactivos cada
manfana, colocar los portamuestras en la cinta transportadora del aparato y esperar
en segundos los resultados del numero de células somaticas. Asegurar que siga
existiendo una buena relacion entre los resultados del aparato y los resultados del
método tradicional, analizando unas muestras con ambos métodos (por ejemplo cada
semana) (Carrion, 2001).

Son obvias las ventajas de este equipo electrénico de recuento. Es
independiente del operario, mide con alto grado de precision y exactitud, y ademas

da la posibilidad de registrar los datos automaticamente (Carrion, 2001).

La desventaja de este equipo es su alto costo (44,000.00 a 176,000.00
dolares) sin embargo, al estar el equipo preparado para analizar un gran numero de
muestras, el costo por muestra es mucho mas bajo que otros métodos utilizados para

el recuento de células somaticas (Figura 16) (Carrién, 2001).

Figura 16. Método fluoro-opto-electronico (Fossomatic)
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En sintesis, se puede decir que el Fossomatic es un contador especifico de
ADN basado en un principio optico de fluorescencia. Debido a que el bromuro de
ethidio penetra en la célula y forma un complejo fluorescente con el ADN nuclear,
cada célula produce un pulso eléctrico que se amplifica y se registra (Martinez et al.,
2003).

La automatizacion de este proceso significa que pueden analizarse un gran
numero de muestras por hora en los laboratorios de pruebas de leche. En la mayoria
de los casos, el Fossomatic utiliza leche fresca o conservada. Aunque han sido muy
pocos los estudios que se han llevado a cabo con leche congelada (Barkema et al.,
1997), ésta puede ser util en caso de una averia en el equipo de CCS, o en los
protocolos bioldgicos o bacterioldgicos para muestras de leche congelada (Martinez
et al., 2003; Bedolla, 2004).
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lll.- CONCLUSIONES

Los métodos de deteccion de la mastitis bovina son un recurso o herramienta
que permite identificar el tipo de infeccion ya sea de forma subclinica o clinica que
puede presentarse dentro de un hato lechero, el método que se elija para determinar

las pruebas sera esencial para tener un diagnoéstico mas preciso.

El prevenir a los ganaderos con este tipo de métodos ayuda a que la
enfermedad no se disemine mas en el establo, permitiendo tomar las medidas

necesarias a tiempo contra la mastitis.

Es cierto que no todos los métodos son muy eficientes por lo que se debe
considerar con detalle cual se encuentra entre las condiciones econdmicas del

productor y la eficacia del método utilizado.
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