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○ Con base en los datos publicados por el INEC 

(2021) acerca del producción de leche en 

Ecuador en 2020 → promedio de 6.152.841 

litros de leche

Introducción

■ Sector agropecuario brinda un gran aporte al PIB: 1.5 millones de empleos 

(Ramírez, 2016). 

Mantener estabilidad es crucial para la economía de gran parte de la población 

ecuatoriana.

Leche → indispensable en la dieta humana.

○ Buena composición nutricional: fuente de 

vitaminas, proteínas, minerales y ácidos grasos 

(Górska et al., 2019; Pereira y Vicente, 2017).
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Introducción

El estudio del contenido de lípidos y microorganismos de leche proveniente de 
vacas con MSC es fundamental.

➢ Mastitis
Infección del tejido mamario 

○ M. clínica (MC) y subclínica 
(MSC)

➔ MSC: eleva riesgo de 
enfermedades zoonóticas 
(Schadt, 2023).

➔ Posible alteración a la calidad 
nutricional de la leche
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Objetivos

Objetivo general 

● Determinar el perfil lipídico y microbiológico de la leche proveniente 

de vacas con mastitis en el área de influencia de la universidad de 

las Fuerzas Armadas ESPE. 

Objetivos específicos 

● Realizar el plan de muestreo para identificación de casos de mastitis 

en el ganado bovino de la Universidad de las Fuerzas Armadas 

ESPE. 

● Identificar microbiológicamente los agentes causales de mastitis. 

● Determinar el perfil lipídico de la leche mediante cromatografía de 

gases.
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Metodología
1. Determinación de mastitis subclínica en el ganado de interés con kit CMT.

SDS y cristal violeta 
→ reacciona con el 
ADN y las proteínas 
de las células 
somáticas, formando 
un gel.
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Metodología
2. Análisis de microbiológico de la leche proveniente de vacas con MSC

Vaca con MSC Desinfección: solución de 
yodo 0.5% y alcohol 70%

2.2. Siembra y aislamiento

3 µL de leche Incubar 24h a 37°C Contar UFC

Descripción 
morfológica y 
selección de 

colonias

Siembra de 
colonias 

individuales

2.1. Toma de muestras
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Metodología
2. Análisis de microbiológico de la leche proveniente de vacas con MSC

Figura 1
Criterios para la descripción morfológica de colonias bacterianas y nomenclatura para cada aislado

Nota. Por Guillen (2020).
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B (144)

C  (192)
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Letra 
designada Muestra
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Metodología
2. Análisis de microbiológico de la leche proveniente de vacas con MSC
2.3. Tinción gram

•Fijación de bacterias

•Tinción gram
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- Prueba de indol

Metodología
2. Análisis de microbiológico de la leche proveniente de vacas con MSC
2.3. Pruebas bioquímicas

Según MacFaddin (2000).

→ Observar burbujeo 

- Prueba de la catalasa

H2O2   al 30%

Incubar 24 h.

Observar 
formación 
de anillo

- Prueba de fermentación 
de manitol 

Medio MSA

Ver cambio 
de color en 
medio

Incubar 24 h.

- Prueba de fermentación 
de lactosa 

Medio EMB

Ver cambio 
de color en 
medio

Incubar 24 h.
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Metodología
3. Análisis cromatográfico para determinar perfil lipídico en leche 

3.1. Obtener grasa de la leche

15000 rpm por 
20 min a 4°C

Nota. Tomado y adaptado de Effect of fat extraction methods on the fatty acids 
composition of bovine milk using gas chromatography de Moneeb et al. (2021).

Fórmula 1
Porcentaje de grasa
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Metodología
3. Análisis cromatográfico para determinar perfil lipídico en leche 

3.2. Esterificación de la grasa (ISO 15884:2002)

 5 mL heptano
0,1g grasa

 0,2 mL metóxido 
de sodio

 0,1 mL sol. 
metanólica de HCl

3000 rpm por 5 min.
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Metodología
3. Análisis cromatográfico para determinar perfil lipídico en leche 

3.5. Lectura del cromatograma

Utiliza la quema de los 
componentes para generar 
una señal eléctrica 
proporcional a sus 
concentraciones.

■ Posición del pico.
■ Area: [C].

3.4. Análisis en cromatógrafo Chromatec Crystal 9000
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Resultados
1. Determinación de mastitis subclínica en el ganado de interés

Tabla 2
Lectura de la reacción de la prueba CMT para determinación de mastitis.

Muestra Lectura CMT

157 -

175 -

152 -

148 -

173 -

96 -

178 -

191 -

125 -

172 +

168 +

200 +

Muestra Lectura CMT

192 +

150 +

149 +

144 +

199 +

147 +

185 +

163 ++

133 ++

181 ++

103 ++

187 +++
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Resultados
2. Perfil microbiológico de leche proveniente de vacas con mastitis

Tabla 3
Recuento de UFC en placas sembradas

Figura 2
Placas petri inoculadas

Muestra Recuento de colonias (UFC / 3 µL)

172 (+) 523

168 (+) 68

200 (+) 307

192 (+) 226

150 (+) 350

149 (+) 33

144 (+) 223

199 (+) 486

147 (+) 489

185 (+) 295

163 (++) 248

133 (++) 420

181 (++) 96

103 (++) 400

187 (+++) 47

TNF-α → activado por respuesta Th1
○ Mayor y mejor respuesta de los macrófagos.

IL-1 → induce respuesta Th2
○ IgA → protege glándula mamaria

14



Resultados
2. Perfil microbiológico de leche proveniente de vacas con mastitis

Figura 3
Aislados bacterianos en placas con agar nutriente
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Resultados
2. Perfil microbiológico de leche proveniente de vacas con mastitis

Figura 4
Algunos aislados bacterianos teñidos de acuerdo con la prueba de Gram.

3B3A

3C 3D

Se visualizaron algunas 

bacterias gram positivas con 

morfología de bacilos (3.A) y 

cocos, similar a estreptococos 

(3.B) y estafilococos (3.C), y 

bacterias gram negativas con 

morfología de bacilos (3.D).
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Resultados
2. Perfil microbiológico de leche proveniente de vacas con mastitis

44 colonias aisladas: +
■ Posibles Staphylococcus

48 colonias negativas: -
■ Posibles Streptococcus

1 colonia aislada: +
■ Posible E. coli

Figura 6
Resultados ante la prueba de indol en aislados 
bacterianos.

Nota. El anillo rosa señaló la producción de indol tras 
la oxidación del triptófano debido a la actividad 
metabólica de la bacteria.

Figura 5
Resultados ante la prueba de catalasa en aislados 
bacterianos.

Nota. El burbujeo señaló presencia de enzima 
catalasa en el aislado.

B1 B2 B3 B4

B5 B6 B7 B8

F3 A10
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Resultados
2. Perfil microbiológico de leche proveniente de vacas con mastitis

Colonias aisladas: +

Positivos para catalasa y fermentación de manitol, gram+ con forma de cocos 
(MacFaddin, 2000)

■ Staphylococcus aureus

A3

A2

A8

Figura 7
Resultados de la prueba de fermentación de manitol empleando MSA.

Nota. El cambio de color rojo a amarillo indica la fermentación de manitol

A5 A6

A9 J8

O1 O2

O3 O4A3

A1
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Resultados
2. Perfil microbiológico de leche proveniente de vacas con mastitis

■ E. coli:

Descompone el triptófano 
para producir indol, 
produce catalasa para 
descomponer el H2O2, 
fermenta lactosa pero es 
incapaz de fermentar 
manitol (MacFaddin, 
2000).

Nota. El crecimiento bacteriano acompañado de un brillo metálico 
verdoso indica que la prueba es positiva para fermentación de lactosa.

Figura 8
Resultados de la prueba de fermentación de lactosa utilizando 
EMB para diferenciar E. coli
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Resultados
2. Perfil microbiológico de leche proveniente de vacas con mastitis

Tabla 4
Resultados de la tinción Gram y las pruebas bioquímicas realizadas en los aislados

P. aeruginosa: colonias 
amarillas verdosa en 
agar nutriente (Rai et 
al., 2017).

22 causantes de 
mastitis

•Pseudomonas 
aeruginosa
•S. aureus
•Streptococcus spp.
•E. coli
•Bacillus spp.
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Resultados
3. Perfil lipídico de leche proveniente de vacas con y sin MSC

Se requirió 

mayor cantidad 

de leche para 

alcanzar un 

porcentaje de 

grasa similar al 

obtenido en las 

muestras sin 

MSC.

Tabla 5
Porcentaje de grasa en las muestras de leche positiva y negativa para mastitis
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Resultados
3. Perfil lipídico de leche proveniente de vacas con y sin MSC

Figura 9
Cromatogramas de muestras sin la inflamación (-) y con los diferentes grados de mastitis (+, ++ y +++).

Mastitis no se asocia a alteraciones en la síntesis de grasa láctea, no hay alteración en los lípidos 
totales de la leche (Hunt et al., 2013). 22



Resultados
3. Perfil lipídico de leche proveniente de vacas con y sin MSC

Figura 10
Diagrama de barras para comparar el perfil lipídico total entre vacas sanas y enfermas
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Resultados
3. Perfil lipídico de leche proveniente de vacas con y sin MSC
Figura 11
Agrupaciones de muestras con MSC (+, ++ y +++) de acuerdo con los ácidos grasos que comparten entre ellas.

17
2 

(+
)

14
9 

(+
)

Muestras con diferentes grados de la infección

- 150 y 192 (ác. 
cis-11-eicosenoico) 

- 181 (ác. araquídico) y 
133 (ác. 
cis-11-eicosenoico)

- 172 y 149 (ács. esteárico 
y araquídico)
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Resultados

Variación de la composición lipídica: relacionada con una respuesta inmunológica del 

organismo, demostrando la compleja relación entre la inmunidad, inflamación y el estrés 

metabólico a raíz de la mastitis (Khan et al., 2024).

- Desequilibrios en los lípidos y estimular la respuesta inmune ante la mastitis, se 

provocó estrés oxidativo y se activó la señalización del factor nuclear kappa B 

(NF-kB) → provoca aumento TNF-α 

- Descomposición excesiva de grasas

● Implicado en la respuesta inmunológica de tipo celular ante el estrés y los 

antígenos bacterianos.
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Resultados
Investigación por Ceciliani et 

al. (2021): ácido esteárico es 

mayor en vacas con mastitis.

● Inhibe la respuesta 

inmune dependiente de 

células T, reduce 

capacidad quimiotáctica 

de monocitos → 

intercede en la 

migración de estos a 

los sitios de inflamación

● Interfiere en el proceso 

de control del patógeno 

causante de la 

enfermedad, 

prolongándola.

Figura 12
Ácidos grasos existentes en cada unidad experimental analizada 
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Resultados

➔ Menor cantidad de ácidos grasos en muestras que atraviesan un proceso inflamatorio 

(Khan et al., 2024).

Figura 13
Ácidos grasos totales por unidad experimental analizada 
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Conclusiones

Más de la mitad del ganado presentó mastitis; es necesario aplicar métodos de 
detección aunque no haya símbolos de la enfermedad.

Identificación de casos de mastitis

Los microorganismos afectan en la salud del animal así como en la calidad de la 
leche que producen, de forma que es necesario identificar las bacterias para 
recetar antibióticos y tratar la infección.

Identificar agentes causales de mastitis.

El perfil lipídico de la leche es alterado por la presencia de mastitis, la cantidad y 
concentración de ác. grasos que se hallaron en vacas sanas a la de las vacas con 
la infección. 
Conforme es más crítico el grado de mastitis, existió menor cantidad de ácidos 
grasos en la composición láctea.

Determinar el perfil lipídico de la leche mediante GC-FID
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Recomendaciones

Análisis de la respuesta metabólica de vacas infectadas mediante transcriptómica y 
proteómica para identificar genes y proteínas que interfieren durante la infección, 
usando herramientas bioinformáticas para adquirir más información sobre las vías 
metabólicas que se involucran en la mastitis.

Realizar pruebas in vivo con las bacterias aisladas, con el fin de establecer si se 
repiten los resultados obtenidos en este estudio.

Se recomienda acoplar un muestreador automático (autosampler) al GC-FID, de 
forma que se agilice el análisis periódico de las muestras deseadas.
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Anexos
Proporciona una alta eficiencia durante la 

separación de compuestos volátiles.

○ Identificar basándose en la polaridad 

y puntos de ebullición.

Carrier: helio
Auxiliares: hidrógeno y aire ultrapuro
•Inyector: 
240°C
•Columna:
Velocidad constante a 21.000 cm/s a 60 minutos, con presión de 
252.302 kPa y flujo capilar de 1.346 mL/min. 
T° post run a 240°C. 
•Horno:
60°C por 1 minuto.
Subir a 145 °C en una rampa de 8°C/min por 15 minutos.
Rampa final de 2°C/min hasta llegar a 220 °C en 10 minutos.
T° post run a 200°C. 

3.3. Parámetros para cromatógrafo Chromatec Crystal 9000

•FID:
250°C. 
•Flujos: 
Helio 25 mL/min
Hidrógeno 25 mL/min
Aire 250 mL/min.
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Anexos
Ácidos grasos existentes en las muestras de leche positiva y negativa para mastitis

35



Anexos

36



Anexos

37



Anexos

38



Anexos

39



Anexos

40


