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RESUMEN

Los indices de calidad de la leche han sido de fundamental importancia, porque tiene
relacion directa con la salud de los seres humanos y el estado econdmico de los paises. Sin
embargo debido a las politicas de produccion y consumo en el Ecuador es necesario
mejorar la sanidad agropecuaria y el control de los alimentos a través de la verificacion y
regulacion de los parametros de calidad. En el presente estudio se analizd la calidad de la
leche con muestras de haciendas ubicadas en la parroquia Machachi, pertenecientes a 409
bovinos y 12 tanques de enfriamiento. Se determind el conteo de células somaticas con el
Fossomatic FC; grasa, proteina, sélidos totales y solidos no grasos con el Milkoscan FT+,
bacterias con el Bactoscan FC, la prevalencia de Brucella spp., mediante MRT vy la
confirmacion en medio especifico Farrell y tipificaciébn de bacterias Gram negativas. De
todas las muestras estudiadas el 87.04% SCC, 15.16% grasa, 90.22% proteina, 21.76% ST,
77.75% SNF y 98.77% bacterias se encontraron dentro de la Norma Ecuatoriana INEN en
cada uno de los parametros indicados, mientras que en las muestras de los tanques de
enfriamiento se encontrd que el 83.34% SCC, 83.33% grasa, 91.67% proteina, ST, SNF y
100% bacterias. La PA de Brucella spp., fue del 16.62% (67/403), pero debido a las
reacciones cruzadas sélo se pudo aislar E. coli y P. vulgaris. Al analizar los factores de
riesgo las variables que presentaron asociaciones estadisticamente significativas (p<0.05)
para a) SCC: edad de los bovinos, partos, suplemento y tamafio de la hacienda; b) grasa:
produccidn, suplemento y tamafio de la hacienda; c) proteina: la etapa de lactancia; d) ST:
la presencia de abortos, produccién, suplemento y tamafio de la hacienda; €) SNF: la edad y

partos, y finalmente f) bacterias: el suplemento y tamafio de la hacienda.

Palabras clave: conteo de células somaticas, citometria de flujo, Brucella spp., MRT.
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ABSTRACT

Rates of milk quality have been of fundamental importance because it has direct relation on
the health of humans and the economic conditions of the countries. However, due to the
production and consumption policies in Ecuador is necessary to improve livestock health
and food control with the verification and regulation of the quality parameters of the
different aliments. In the present study we analyzed the quality of the milk samples estates
in the parish Machachi, belonging to 409 cattle and 12 bulk tank milk. We determined with
Fossomatic FC equipment: the somatic cell count; with Milkoscan FT+ machine: fat,
protein, total solids and solids not fat; with Bactoscan FC: bacteria’s concentration; and the
prevalence of Brucella spp. by MRT with the confirmation in Farrell specific medium and
biochemical typing of Gram-negative bacteria. Of all the samples studied the 87.04% SCC,
15.16% fat, 90.22% protein, 21.76% ST, 77.75% SNF and 98.77% bacteria were found in
the parameters of the Standard INEN in each parameters indicated, while the samples bulk
tank milk found that 83.34% SCC, 83.33% fat, 91.67% protein, ST, SNF and 100%
bacteria were into the reporting. The PA of Brucella spp. was 16.62% (67/403), but due to
cross-reactions only E. coli and P. vulgaris were could be isolated. The risk factors analysis
demonstrate variables’ associations with statistically significant (p <0.05) for a) SCC: age
of cattle, calving, supplement and farm size; b) fat: production, supplement and farm size;
Cc) protein: the stage of lactation, d) ST: the presence of abortions, production, supplement

and farm size; e) SNF: age and parity, and finally f) bacteria: the supplement and farm size.

Keywords: somatic cell count, flow citometry, Brucella spp., MRT.



EVALUACION DE LA CALIDAD DE LA LECHE MEDIANTE
CITOMETRIA DE FLUJO, PROVENIENTE DE BOVINOS DE LA
PARROQUIA MACHACHI, PROVINCIA DE PICHINCHA

1.1 Formulacién del problema

Los indices de calidad de los productos como la leche han sido de fundamental
importancia a lo largo de los Gltimos afios, puesto que tiene una relacion directa con la salud
de los seres humanos y el estado econdmico de las regiones, es asi que en 1991, National
NAHMS llevé a cabo el Proyecto de Evaluacion Nacional de Lecheria en Novillos, cuya linea
base presentd estimaciones de prevalencia de Cryptosporidium, Escherichia coli cepa O157:
H7 y Salmonella (USDA, 2007).

Por otra parte en 1992, la Union Europea emitio la Directiva 92/46, que establecio
los requisitos de higiene para la produccién de leche cruda, preparacion de subproductos y
comercializacion, ademés debido al incremento de la virulencia y resistencia de algunos
microorganismos y tomando en cuenta el incremento de casos de enfermedades transmitidas
por alimentos, se establecid la necesidad de analizar por primera vez bacterias presentes en
lacteos, encontrandose en algunos paises en vias de desarrollo informes sobre la presencia de
organismos nocivos entre un 10-20% de las muestras, tales como E.coli cepa: O157: H7,
Brucella melitensis, Staphylococcus aureus, entre otros; marcando el inicio del desarrollo de
estudios en alimentos, tras la implementacion de algunas politicas alimentarias (Giangiacomo,
2000).

Dairy NAHMS, (2002) describi6 las estrategias de gestion para prevenir y reducir la
enfermedad de Johne y determinar factores de manejo asociados con Mycoplasma vy Listeria
en leche de tanque; finalmente el mismo organismo en un cuarto estudio del ganado lechero
en USA, se centrd en el confort de la vaca, salud de los terneros no destetados, diarrea viral
bovina, mastitis contagiosa por patdgenos, y nivel de prevalencia de M. paratuberculosis en
hatos, con resultados de tres enfermedades con prevalencias de 16.5, 14 y 12.9% de vacas
lecheras con mastitis clinica, cojera, y problemas de infertilidad, respectivamente; reportado
por los productores en el 2006 (USDA, 2007).
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Por los antecedentes mencionados, y debido a las politicas de produccion y consumo
de ciertos sectores, en el Ecuador se ve la necesidad de mejorar a corto y mediano plazo la
sanidad agropecuaria y el control de los alimentos, asi la globalizacion de la economia y la
creacion de la Organizacion Mundial de Comercio, a través de la aplicacion de Medidas
Sanitarias y Fitosanitarias, exige al continente Americano y el Caribe cumplir con normas
internacionales para impedir la difusibn de enfermedades animales, plagas vegetales y
contaminacion de los alimentos; obligando a la adopcion de précticas sanitarias adecuadas,
apoyadas en servicios de sanidad agropecuaria y de control de alimentos modernos y
eficientes (FAO/OMS, 2005).

Aungue en el Ecuador la informacion sobre la calidad de la leche resulta escasa, en el
2008 se realizd una de las primeras intervenciones mediante estudios realizados en los
laboratorios de la Universidad Politécnica Salesiana, que dio paso al inicio de un proyecto
pecuario en el canton Cayambe, provincia de Pichincha; permitiendo implementar un servicio
para el control de la calidad de la leche, desarrollar proyectos de apoyo técnico a los
ganaderos, elaborar bases de datos pecuarios de las fincas y desarrollar politicas de

capacitacion en areas gerenciales relacionadas con la ganaderia (Contero, 2008).

Recalcando la necesidad de continuar con estudios o0 proyectos pecuarios en el resto
de zonas lecheras del pais, ya que se estd en etapas preliminares para el establecimiento de un
laboratorio de referencia nacional en la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la calidad
del Agro, misma que busca ser el organismo por medio del cual se determine la calidad de la

leche para consumo interno y con perspectivas de exportacion.
1.2 Justificacion del problema

La industria lechera es uno de los sectores mas importantes, especialmente al generar
empleo a nivel agropecuario y tener impacto en la economia del Ecuador y en los paises de la
region Andina; los productores de esta zona garantizan el abastecimiento interno vy
contribuyen fundamentalmente a la seguridad y soberania alimentaria, siendo la leche el Unico

producto tradicional que ha dado un ingreso relativamente constante y creciente en los Ultimos
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afios a los pequefios productores (SIPAE, 2007) que junto a sus derivados, se encuentran

presentes en la dieta de los ecuatorianos.

Por lo que es necesario obtener productos altamente nutritivos y de calidad
incuestionable, a través de la verificacion y regulacion de los pardmetros de calidad que son
de vital importancia, pues para el consumidor esto significa salud y seguridad, mientras que
en el sector ganadero implica mejoras en la produccion al tener un hato sano y por lo tanto

mayores ingresos (Cabral & Aguilar, 2002).

La caldad de la leche implica analizar cantidad, componentes y factores
contaminantes como bacterioldgicos, presencia de residuos y células somaticas (Rivas et al.,
2001), siendo este Ultimo, uno de los parametros de calificacion de la leche cruda (Janosi &
Baltay, 2004) y un medio para juzgar el estado de salud de las ubres en animales de
produccion de los hatos ganaderos, por ser considerado un indicador de mastitis bovina (Rivas
et al., 2001), en base a que refleja la respuesta inmune y la presencia de infeccion (Barkema et
al., 2009), lo que puede perjudicar la produccion y dafar las caracteristicas de los lacteos
(Rivas et al., 2001), pudiéndose prevenir manteniendo el bienestar de los animales y el control
de enfermedades (Hernandez & Bedolla, 2008).

La citometria de flujo es una metodologia que por su seguridad y velocidad permite
la cuantificacion de un gran nimero de células, produciendo mayor exactitud en los resultados
y precision en la identificacion (Rivas et al., 2001), es una alternativa para un mayor control
en cuanto a células somaticas y bacterianas en leche, por sus ventajas frente a métodos
tradicionales como la citologia convencional (Janosi & Baltay, 2004), en cuanto a su rapidez
de operacion como también la identificacion de células viables de las no viables (Rivas et al.,
2001).

La brucelosis es una enfermedad de significancia social y de distribucion mundial,
porque representa un gran riesgo debido a su naturaleza zoonotica con severas consecuencias
(Xavier et al., 2009; Aznar et al., 2012), es importante el estudio de la prevalencia a nivel de
fincas, pues representa una amenaza tanto para las personas y los animales como para la

produccion, ya que las bacterias se las puede encontrar en algunos fluidos como la leche
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(D’pool & Diaz, 2005), por lo que es indispensable tanto para el consumo interno como para
proyecciones de exportacion que el producto cumpla con normas en las cuales se establece ser
libre de brucelosis (INEN, 2012; Robert, 2007).

Lo que permite destacar la necesidad de probar un método diagndstico en leche como
Milk Ring Test, de bajo costo, rapido y eficiente, que identifique la presencia de Brucella spp.
mediante la determinacion de anticuerpos especificos, permitiendo relacionar los resultados
con el cultivo in-vitro, facilitando asi un tamizaje de muestras y una mejor valoracion de

técnicas.
1.3 Objetivos
Objetivo general

Evaluar la calidad de la leche mediante citometria de flujo, proveniente de bovinos de la

parroquia Machachi, Provincia de Pichincha.

Obijetivos Especificos

e Evaluar la calidad de la leche recolectada por animal y en tanque de enfriamiento a través
de la determinacion de parametros como: nimero de ceélulas somaticas, concentracion

bacteriana, grasa, proteina total, sélidos totales y so6lidos no grasos.

e Estimar la prevalencia de Brucella spp. mediante la técnica de Milk Ring Test y relacionar

los resultados con el cultivo microbiano.

e Evaluar los posibles factores de riesgo que influyen en la calidad de la leche mediante la

aplicacién de encuestas epidemiologicas.
1.4 Marco Teorico

1.4.1 Introduccién

Actualmente, la produccion lactea se incrementa de manera sostenida, como

consecuencia de un mejoramiento sanitario, genético, manejo y alimentacion de los

4
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establecimientos, generando asi ganancias relativamente rapidas a los pequefios productores
pecuarios, los cuales proveen casi la totalidad de la leche a los paises en desarrollo, donde se
prevé un incremento de la demanda equivalente al 25% para 2025 y donde el 80% de la leche
que se consume (200 000 millones L/afio), se comercializa fuera del mercado organizado y no
esta sujeta a la debida reglamentacion (FAO, 2012).

Ya que éste producto es un alimento equilibrado y un elemento clave de la seguridad
alimentaria del hogar, mantener su calidad es fundamental, pues mejora la economia, salud
humana y tiempo de duracion del lacteo, para lo cual es necesario mantener la salud del
animal, limpieza del lugar, enfriamiento del producto y su rapida comercializacion, tomando
en cuenta aquellos factores que alteran su estabilidad y caracteristicas como el nimero de

bacterias, salud de las vacas, calidad y pureza del alimento (O’Grady & Doherty, 2011).
1.4.2 Historia

Las reformas en las politicas agricolas, asi como las negociaciones comerciales
internacionales tienen un alto impacto en el comercio de lacteos, debido a que se trata de un
sector que mantiene una politica de proteccionismo, especialmente en los paises
industrializados, que concentran actualmente la mayor parte de la demanda, importaciones y

exportaciones mundiales, basados en subsidios como la Union Europea (SEM, 2012).

Es asi que las politicas de calidad a largo plazo han permitido ir mejorando los
sistemas de produccion y las caracteristicas finales del producto, pero todo ha tenido un
avance progresivo, asi en 1996 el objetivo fue reducir la prevalencia mundial de mastitis
bovina en la industria lactea, para lo cual muchos paises prohibieron que salga a la venta leche

que contenga SCC> 500 000 cel./mL o se acerquen a dicha cifra (Rivas et al., 2001).

En la udltima década, se ha puesto mayor énfasis a nivel mundial en las enfermedades
transmitidas por alimentos; asi la OMS y la FAO se involucran en el desarrollo de programas
encaminados a vigilar estas enfermedades y minimizar sus efectos; ademas la Union Europea
emite disposiciones relativas a la higiene en la produccion, recoleccion y procesamiento de

leche, como que los animales deben oficialmente encontrarse libres de tuberculosis y
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brucelosis, el producto no debe tener sustancias residuales como medicamentos o detergentes

y se establece el limite méximo total bacteriano (Giangiacomo, 2000).

Entre el 2003-2004, el sector lechero ha recibido mayor influencia de las politicas
gubernamentales pero no en todos los paises, siendo las principales (i) bajos precios
internacionales de los productos lacteos, (ii) introduccion de politicas para mejorar las normas
de calidad en la granja, orientadas a elevar la calidad de la higiene de la leche (iii) ajustes en
las politicas nacionales para armonizarlas con la politica agricola comdn, y (iiii) algunos
paises, como Brasil y Venezuela, introdujeron medidas para limitar las importaciones de

lacteos de otros paises miembros de Mercosur y Pacto Andino (FAO, 2005).

Actualmente un gran ndmero de paises en el mundo considera la produccién y abasto
de leche como una prioridad nacional, razon por la cual establecen politicas de alto

proteccionismo para el sector lacteo (SEM, 2012).

En los Ultimos afios el Ecuador posee para el control de alimentos que se producen y
comercializan, una Ley de Control de Precios y Calidad, la cual faculta al Instituto
Ecuatoriano de Normalizacion INEN, realizar y coordinar todas las acciones en materia de
normalizacion y supervisibn de las normas técnicas con caracter obligatorio de dichos
productos; ademas otros instrumentos legales para el mismo objetivo estan dispersos en los
Ministerios de Agricultura, Industrias, Comercio y Pesca y de Salud Publica, éste Ultimo
dispone del Reglamento de Buenas Practicas de Manufactura, cuyo cumplimiento consta
como requisito obligatorio para el permiso de funcionamiento; adicionalmente las industrias

deben cumplir con lo establecido en las normas técnicas INEN (FAO/OMS, 2005).

En el caso del Reglamento de Alimentos del Cddigo de la Salud, que esta
desactualizado frente a los requerimientos de la OMC vy el Codex Alimentarius y aunque no se
ha armonizado con las normas internacionales, estd en vigencia y es utilizado para reforzar la
labor de los organismos de control en la vigilancia del cumplimiento de las reglamentaciones,

que a su vez facilitan el comercio internacional de alimentos (FAO/OMS, 2005).
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1.4.3 Leche y productos lacteos
Situacién a nivel mundial

La oferta, demanda y comercio mundial de alimentos esta influenciado por un
conjunto de factores referidos al contexto macroecondémico esperado, a la evolucion vy
localizacion de la poblacion mundial, a las politicas de apoyo a la produccion y

comercializacion en los distintos paises y a las negociaciones internacionales (FAO, 2012).

En la ultima década el crecimiento del consumo mundial de lacteos dependié en gran
medida del aumento poblacional, siendo aproximadamente el 70% del incremento en la
demanda, y el 30% corresponde al crecimiento del consumo por habitante; que actualmente
estd concentrado en los paises industrializados, por su alto poder adquisitivo y consumo per
capita, ademas del ritmo acelerado de crecimiento poblacional; razon por la cual, en las
previsiones a largo plazo, no so6lo importan las proyecciones del crecimiento econémico
promedio mundial, sino el dinamismo que tendran en términos relativos todos los paises
(SEM, 2012).

A pesar de que en buena parte del mundo el sector lacteo estd influenciado por
medidas de proteccion o por subsidios y barreras que limitan el comercio, los desequilibrios
entre la oferta y demanda en muchos paises, asi como el proceso de globalizacion y la
creciente interdependencia econdémica han contribuido a promover el crecimiento del
comercio (SEM, 2012).

Segun la FAO-SMIA (2012) la produccién total mundial de leche para el afio 2011
se estim6 en 730,1 millones de toneladas, representada por los 9 principales productores
(Figura 1.1), siendo el primer lugar para Estados Unidos con 89 015 200 toneladas
métricas/afio y el menor productor Reino Unido con 14 246 000 toneladas métricas/afio
(FAOSTAT, 2013a); y con proyecciones de un aumento en la produccion mundial de 2.7%
llegando a 750.1 millones de toneladas para el afio 2012 (FAO-SMIA, 2012).
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Top production - Leche entera vaca (fresca) - 2011
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Figura 1.1.- Produccion mundial de leche de vaca, entera y fresca, afio 2011. Los diez mayores

productores en toneladas métricas de leche (MT) y dolares internacionales (Int $) de produccion.
Fuente: (FAOSTAT, 2013a).

Las previsiones del comercio mundial de productos lacteos demuestran que continud
expandiéndose en el 2012, la demanda se mantuvo firme, y se prevé que las importaciones
alcancen los 52.7 millones de toneladas, equivalente de leche, donde el continente Asiatico
continud siendo el mercado principal, seguido de Africa del Norte, Oriente Medio, América
Latina y el Caribe (FAO-SMIA, 2012).

Se estima que la poblacion mundial consume anualmente cerca de 500 millones de
toneladas, en diversas presentaciones; el 85% corresponde a leche de vaca y el resto a otras
especies como bufala 11%, cabra 2% Yy otras 2%; asi en los Ultimos diez afios, el consumo
humano total de leche ha crecido a una tasa media anual del 1.6% observandose dos

comportamientos paralelos, el de los paises desarrollados y el de los paises en desarrolio
(SEM, 2012).
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El consumo humano promedio per-cépita a nivel mundial es de 103.3 kg/afio para el
2010, 104.5 kg/afio estimado para el 2011 y 106.1 kg/afio proyectado para el 2012; en cuanto
a nivel de paises desarrollados el estimado para el 2012 fue 237.8 kg/afio, y a nivel de paises
en desarrollo 71.1 kg/afio (FAO-SMIA, 2012), muy por debajo de los 188 kg recomendado
por FAO (Indonesia 5 kg, Pert 55 kg, México 97 kg, Brasil 128 kg) (SEM, 2012).

En cuanto a los precios de los productos lacteos empezaron a bajar a mediados del
2011, al mejorar los suministros al mercado internacional, esta reduccion se debid a un
aumento de las disponibilidades de exportacion pero también a una desvalorizacion del euro
en relacion con el dolar estadounidense; a pesar de las bajas recientes, los precios
internacionales de los productos lacteos se mantienen mas altos que las medias histdricas
(Figura 1.2) (FAO-SMIA, 2012).

indice de la FAO para los precios internacionales

de los productos lacteos (2002-2004=100)
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seleccidn de productos lacteos representatives comercializados
internacionalmente.

Figura 1.2.- indice de la FAO para los precios internacionales de los productos lacteos,
2002-2004. Fluctuacion de los precios a través de los afios hasta el periodo 2012.
Fuente: (FAO-SMIA, 2012).
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Situacion en el Ecuador

Segun la FAOSTAT, (2013b) la leche entera de vaca (fresca) es el tercer producto a

nivel nacional (Figura 1.3) con mayor demanda con 6 375 320 toneladas métricas para el
2011.
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Figura 1.3.- Mayor Produccion — Ecuador-2011. Principales productos que se comercializan en el pais

para produccion en dolar internacional y toneladas métricas. Fuente: (FAOSTAT, 2013Db).

El 11l Censo Nacional Agropecuario, (2000) determind que en el pais existen un total
de 12 355 831 hectareas ocupadas por 842 882 Unidades de Produccion Agropecuarias
(UPA’s) es decir fincas, haciendas y demas predios; deduciéndose segin el informe que mas

del 48% de la superficie nacional esta al servicio de los productores agropecuarios.

En cuanto a las cabezas de ganado (Figura 1.4), segun el 111 Censo Nacional la mayor

participacion cantonal en el pais tiene Santo Domingo con el 30.6%, seguido de Quito con
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26% Yy en tercer lugar se encuentra el canton Mejia con el 12.5%, que posee ocho parroquias
dentro de las cuales se encuentra Machachi con 13 144 animales distribuidos en 518 predios:
dentro de las razas de los animales que se encuentran en Mejia son criollo 43.48%, mestizo
sin registro 31.23%, mestizo con registro 14.31%, Holstein Freissan 7.83%, Brown Swiss
1.73%, Normando 0.84% y finalmente Jersey 0.57%.

Participacién cantonal

Pedra Yicente .F'UEHD Quito
Maldonado 4 0%
4 7%

Los Bancos 26 0%
7.7%

o

Santo
Domingo
306%

" _ Cayambe
% 10.1%

I:Ir\ﬂejia
Rumifiahui o FPedro 125%
299, Moncayn
' 21%

Figura 1.4.- Participaciéon Cantonal. Porcentaje que cubre cada cant6n en el Ecuador en cuanto

a las Unidades Productoras Agropecuarias. Fuente: (111 Censo Nacional Agropecuario, 2000).

Segun el INEC, (2011) la produccion total nacional de leche es de 6 375 321 L, de la
cual la regién Sierra aporta con el mayor porcentaje, 75.9%, 4 836 974 L/afio, seguida de la
Costa con el 16.6%, 1 055 934 L/afo y el Oriente con el 7.6%, 482 415 L/afio; destacandose

en la region Sierra, la provincia de Pichincha con una produccion de 970 516 L/afio.

En cuanto a los litros de leche por vaca producidos, la Sierra tiene el mayor
promedio de 6.7 L/vaca, debido principalmente a la gran cantidad de ganado lechero presente,
51.0% del total nacional, y a pastos naturales cultivados utilizados para su alimentacion; en
segundo lugar se encuentra la region Oriental con 4.7 L/vaca, con el 12.3% del ganado

vacuno nacional y finalmente la region Costa con 3.6 L/vaca, con el 36.7% (INEC, 2011).

Ademés la produccion de leche en el pais esta determinada de acuerdo al tamafio de
la UPA, existiendo segin el Il Censo Nacional Agropecuario (INEC-MAG-SICA, 2002),
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mayor produccion en aquellas que tienen una extension de 20 a menos de 50 hectareas con

644 654 L, de 50 a menos de 100 ha con 531 871 L, seguida de aquellas 200 ha y mas con
439098 L.

Dentro de la regién Sierra, segun el Il Censo Nacional Agropecuario la mayor
produccion de leche se encuentra en el canton Mejia con 220 666 L, y el resto de cantones con

menor produccién como se observa en la Figura 1.5.

Produccién Leche (litros)
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Figura 1.5.- Produccion de leche. Litros de leche producidos por cada cantdn de la region

Sierra. Fuente: (111 Censo Nacional Agropecuario, 2000).

Actualmente, el consumo per cépita de leche liquida en el pais es de 100 L/afio o
0.27 L. diarios segun cifras del Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca,
2011.

1.4.4 Calidad de la leche

Al referirse al control de calidad de leche, se habla del uso de analisis aprobados para
asegurar la aplicacion de buenas practicas, normas y reglamentos relativos a los productos

lacteos (FAO, 2012); todo ello disefiado para asegurar que se puedan cumplir con las normas
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aceptadas para la composicién quimica y pureza, asi como las concentraciones de distintos

microorganismos (Janosi & Baltay, 2004).

Un gran porcentaje de la poblacibn mundial consume productos animales
diariamente, por ser nutritivos y necesarios para la salud y crecimiento; sin embargo, estos
productos alimenticios son los mas susceptibles a contaminarse, principalmente de forma

microbiana, con Escherischia coli, Salmonella y Campylobacter (FAO/OMS, 2005).

Lamentablemente, la leche, carne y huevos son sustratos ideales para todos estos
patdgenos causantes de una alta mortalidad anualmente, especialmente en los paises en
desarrollo, ya que poseen una limitada base de recursos para la produccién ganadera, quienes
tienen la necesidad de utilizar todo lo que se produce de manera segura y eficiente; ademés el
deterioro de los alimentos produce grandes pérdidas y puede afectar negativamente el

comercio Y la confianza del consumidor (O’Grady & Doherty, 2011; Paape et al., 2000).

Por lo cual, la calidad de la leche implica grandes costos a nivel de toda la cadena de
produccion, comercializacién y consumo (Rivas et al., 2002), resaltando la necesidad de tener
un sistema de control de calidad para la industria lechera, siendo asi para el productor,
procesadores, consumidor, publico y organismos gubernamentales de leche quienes esperan
tanto un precio razonable de acuerdo con la calidad como las garantias para la salud
poblacional; lo que es posible a través de una institucion con pruebas de calidad nutricional,
funcional y sistemas de aseguramiento de inocuidad de acuerdo a las normas nacionales o

internacionalmente aceptables (FAO, 2012).

Asi, la alta calidad de la leche cruda equivale a la alta calidad del producto
pasteurizado y los subproductos (Olechnowicz & Jaskowskj, 2012). Por ello la produccion
eficiente en condiciones higiénicas adecuadas es la clave para la produccion lechera exitosa;
siendo las principales limitaciones de los sistemas de pequefios productores, la alimentacion
inadecuada, el bajo potencial genético de los animales y los altos niveles de contaminacion
bacteriana, que conduce al deterioro antes de llegar al mercado; por lo que el primer paso para

producir leche de buena calidad es a partir de animales sanos, asesoramiento y asistencia en la

13
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produccion, esencial para el éxito de la recogida y comercializacion (O’Grady & Doherty,
2011).

1.4.4.1 Parametros de calidad

La leche es un alimento muy nutritivo, el cual se compone de agua, grasa, proteina,
lactosa, minerales, vitaminas, carbohidratos y enzimas (Karimuribo et al., 2005), cuya
composicién depende de la especie de mamifero, alimentacion (tipo y cantidad del forraje),
ciclo de lactancia y numero de lactaciones; y la cual mediante algunos de los parametros
fisicos-quimicos y microbiologicos permiten determinar su calidad (FAO, 2012). Ademas
puede estar asociada con altos riesgos en la salud humana, especialmente si estd relacionada
con la presencia de patdgenos zoonoticos y residuos de medicamentos antimicrobianos
(Karimuribo et al., 2005).

Asi el punto de congelacién no depende de la materia grasa y proteinas, sino de la sal
junto con la lactosa, siendo casi constante; la gravedad especifica (densidad) depende del
contenido de proteina y grasa que en la leche esta presente en forma de globulos muy
pequefios, cuyo tamafio difiere marcadamente entre especies y razas de animales lecheros
(FAO, 2012).

La proteina es rica en aminodcidos esenciales, por lo tanto, tiene un valor nutricional
muy alto, se compone de 2 grandes grupos: Caseina alrededor del 80% y las proteinas del
suero o sericas del 20-25% de la proteina total;, las enzimas son un grupo de proteinas
producidas por los organismos vivos, en la leche provienen ya sea de la ubre de la vaca
(constituyentes normales y se llaman enzimas originales) o de bacterias que varian en tipo y
numero de acuerdo con la naturaleza y el tamafio de la poblacion bacteriana, varias de ellas se
utilizan para pruebas de calidad y control, entre las mas importantes son la peroxidasa,
catalasa, fosfatasa y lipasa (FAO, 2012).

La lactosa es un azlcar perteneciente al grupo de los hidratos de carbono y es fuente
de alta energia; en cuanto a vitaminas, en la leche se pueden dividir en dos grupos, solubles en

grasa (A, D, E y K) y solubles en agua (complejo B, entre las cuales estan tiamina (B1),

14
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riboflavina (B2), niacina, acido fdlico, piridoxina (B6), biotina, Kolin (B12) e inositol; y
vitamina C) (FAO, 2012).

Ademas la leche contiene una serie de minerales cuya concentracion total es menor
que 1%, las sales minerales se presentan en solucion en el suero de leche o caseina en los
compuestos y no son constantes sus cantidades, las mas importantes son sodio, potasio, en
rangos de aproximadamente 1:3 (Hogeveen et al., 2010), calcio y magnesio, y se producen
como fosfatos, cloruros, citratos y caseinatos, siendo los mas abundantes en la leche normal
de potasio y sales de calcio (FAO, 2012).

Finalmente la leche siempre contiene gldbulos blancos de la sangre (leucocitos), el
contenido es bajo en la leche de una ubre sana y la calidad del producto esta en gran parte

determinada por el nimero Yy los tipos de bacterias presentes (FAO, 2012).
A nivel mundial

A nivel mundial los pardmetros de calidad bajo los cuales se rigen los paises estan
establecidos por algunas organizaciones como las que se detalla en la Tabla 1.1, y el analisis
global de los parametros se puede encontrar en el Anexo 2, tomandose en cuenta a Estados
Unidos por ser uno de los principales importadores de lacteos, Argentina pais de la region
cuya posicion a nivel mundial en exportacion de leche y sus derivados es inmejorable
abarcando alrededor de 20 paises, con productos con los mas altos estandares de calidad
internacionales gracias a sus actuales sistemas de produccion y de manejo medio ambiental
(CIL, 2004).

Adicionalmente, Colombia por ser uno de los paises fronterizos al Ecuador que de
manera similar, estad actualmente analizando los indicadores de calidad de la leche (Calderdn,
et al., 2006) y la FAO como Red internacional de sistemas de datos sobre alimentos
(INFOODS) (FAO, 2013).

15
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Tabla 1.1. Requisitos fisico-quimicos y bacteriologicos de la leche a nivel mundial. Componentes

standard segun las organizaciones que rigen en cada pais.

Componentes standard/  Estados
Organizaciones Unidos
Normalizacion Nutrient Data FAO"
Laboratory?
Proteina 7.86 g 3.4 — 4%
Grasa (lipidos totales) 811 g 4%
Azlcares totales 11.96 ¢

9%
100 000 a 300 000

Sélidos no grasos
Gl6bulos blancos
(leucocitos) células/ml
Recuento de bacterias

aerobias mesofilas

Otros paises

Argentina’

3149
2949

Menos de 400 000
células/ml
Menora 100 000
UFC/ml

Colombia®

390 g
370 g

Fuente a. (NAL, 2012); b. (Argenfoods, 2011); c. (Bienestar Familiar, 2012; Robert, 2007), y d. (USDA,

2003).

A nivel del Ecuador

La leche cruda en el pais estd normalizada de acuerdo a la Norma NTE INEN

9:2012, dentro de la cual los requisitos especificos organolépticos para la leche son el color,

blanco opalescente o ligeramente amarillento, el olor suave, lacteo caracteristico, libre de

olores extrafios y el aspecto homogéneo libre de materias extrafias.

Los requisitos especificos fisico-quimicos y microbioldgicos de la leche cruda,

medibles para el presente proyecto, segin la Norma NTE INEN 9:2012 se detallan en la Tabla

1.2, los restantes se encuentran en Anexo 3.

Tabla 1.2.- Requisitos especificos fisico-quimicos y microbiologicos de la leche cruda.

Requisito
Materia grasa
Sélidos totales
Sélidos no grasos
Proteina
Recuento de microorganismo aerdbicos mesoéfilos REP

Recuento de células somaticas/cm?

Limite minimo
3.0%
11.2%
8.2%
2.9%

Limite

- 15 x 10°

maximo

UFC/cm?®

- 7,0 X 10°
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1.4.4.2 Principales problemas con la calidad de la leche
Parametros fisico-quimicos de laleche

Existen algunos pardmetros fisicos y quimicos que permiten determinar la alteracion
de la leche y por ende su calidad, tal es asi que el punto de congelacion normal de la leche es
un poco menor que el punto de congelacion del agua debido a los componentes disueltos,
principalmente lactosa y sales, este parametro, siendo una de las caracteristicas fisicas mas
constantes de la leche, se utiliza para detectar su adulteracion con agua; de manera similar
mediante la medicion de la densidad, ya que si es inferior a 1.01 kg/L, puede indicar
contenido de agua méas alto del normal y tiene como consecuencia la variacion en el contenido

de grasa y proteina por dilucion (Giangiacomo, 2000).

Ademas enzimas como la lipasa que dividen la grasa en glicerol y &cidos grasos
libres, pueden causar problemas en la calidad de la leche, pues el exceso de acidos grasos
libres tiene como consecuencia el sabor rancio; otro parametro es la cantidad de minerales en
la leche que al no ser constante puede causar graves problemas puesto que hacia el final de la
lactancia, y mas adn en el caso de enfermedad en la ubre, el contenido de cloruro de sodio
aumenta y da a la leche un sabor salado, mientras que las cantidades de otras sales se reduce
correspondientemente (FAO, 2012).

En cuanto al pH da una estimacion aproximada de la acidez de la leche, indicacion
inmediata de su condicion, siendo los valores normales de 6.6-6.8, valores méas bajos
generalmente se refiere a un proceso de acidificacion debido al desarrollo de bacterias; y

valores mas altos generalmente significa la presencia de mastitis (Giangiacomo, 2000).

En cuanto a microorganismos con los cuales se puede contaminar facilmente la leche
podemos encontrar bacterias acido lacticas que cambian el azicar de la leche en éacido lactico,
encontradas en el aire, establo, ropa y equipo de ordefio, bacterias de Escherichia cambian el
azlcar de la leche en &cido lactico, forman gases y se encuentran principalmente en las heces,

bacterias infecciosas se encuentran comdnmente en suelo, agua, equipo de ordefio, que no se
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limpia adecuadamente y afectan a la proteina y, a veces la grasa en la leche, dandole un sabor
malo; bacterias acido butirico se encuentran en ensilaje de mala calidad y las bacterias de la
mastitis presentes en la leche cuando la ubre de la vaca no es saludable y se ha desarrollado
una infeccion (FAO, 2012).

Células soméaticas (SCC)

A nivel de la industria lechera el contenido de células somaticas constituye un
indicador de gran importancia entre los pardmetros de calificacion de la leche cruda, lo que en
la practica significa regular el control de mastitis en los rebafios (Janosi & Baltay, 2004),
higiene y calidad (Ogola et al., 2007), pues cuando la glandula mamaria empieza a infectarse
existe un rapido flujo de leucocitos polimorfonucleares que incrementa el SCC (Hogeveen et

al., 2010), cuya velocidad determina la severidad de mastitis (Burvenich et al., 2003).

La leche se caracteriza por un cierto nivel de células somaticas de un animal a otro
que varian de acuerdo al ciclo de lactancia (Rainard & Riollet, 2006), incluyen leucocitos
polimorfonucleares (PMN) (1-11%), linfocitos (10-27%) y macrofagos (54-83%), siendo
estos Ultimos los principales en vacas no infectadas (Lindmark-Mansson et al., 2006; Lee et
al., 2006); y aunque siempre contiene globulos blancos de la sangre (leucocitos), el contenido
es bajo, pero aumenta generalmente en proporcion con la gravedad de la enfermedad (Zhao &
Lacasse, 2008), se ha visto que su presencia en la leche de una ubre sana se correlaciona

inversamente con el riesgo de infecciones intramamarias (Rainard & Riollet, 2006).

Un incremento en SCC en la leche ocurre por una infeccion intramamaria (IMI),
como la mastitis (Rysanek et al., 2005), acompafiada o no por signos clinicos (Djabri et al.,
2002), como resultado del paso de las células inmunitarias de la sangre a la glandula (Kelly et
al., 2000), y con un cambio en las proporciones entre células somaticas, presentando
incrementos de alrededor del 90% en PMN (Lindmark-Mansson et al., 2006); el
reclutamiento de neutrdfilos de la circulacion hacia el foco de infeccion es esencial en la
defensa de la glandula mamaria contra la invasion de bacterias y la velocidad y cantidad de
PMN reclutados, que varian de acuerdo al patdgeno, son determinantes para el resultado de la
infeccion (Rainard & Riollet, 2006).
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El contenido de células somaticas y la produccion de leche tienen una correlacion
negativa, lo que indica que gran parte del epitelio mamario ha sido dafiado por la infeccion
bacteriana y/o los fagocitos que son enviados en defensa por el sistema inmune del huésped
(Burvenich et al., 2003).

Ademas la composicibn de la leche también se wve afectada, presentando
principalmente reduccion del contenido de lactosa, grasa y caseina (Janosi & Baltay, 2004),
alteracion de la calidad de la proteina, concentracién de iones y minerales, incremento de la
actividad enzimatica y pH (Coulon et al., 2002), por ende la consiguiente alteracion de los
subproductos; asi el conteo de células somaticas ha sido utilizado para monitorear la
prevalencia de mastitis en ganado vacuno lechero (Elmoslemany et al., 2009a; Sant’Anna et
al., 2011), misma que mediante elevados niveles de PMN se ve incrementada (Kelly et al.,
2000), y resulta un indicador de la calidad de la leche e higiene en la produccion de la misma
(Elmoslemany et al., 2009a; Sant’Anna et al., 2011).

La principal causa de mayor variacion en el conteo de células somaticas (SCC) se ha
encontrado que es la presencia/ausencia de infeccion bacteriana dentro de las glandulas
mamarias (Lievaart et al., 2007; Pantoja et al., 2009a; RySanek et al., 2009), diferentes
patdgenos pueden causar el aumento de SCC en grados diferentes (Janosi & Baltay, 2004),
pues la magnitud del incremento varia de acuerdo al microorganismo involucrado en la IMI
(Djabri et al., 2002); es asi que Staphylococci coagulasa-negativo presenta un bajo-aumento,
de manera similar a S. aureus y Streptococci las cuales tienen alta patogenicidad, junto a

coliformes y levaduras (Janosi & Baltay, 2004).

Durante la inflamacién de las glandulas mamarias los PMN producen metabolitos
reactivos de oxigeno (Olechnowicz & Jaskowskj, 2012), por lo que cuando existe altos
niveles de SCC/PMN se produce un incremento en la actividad de la catalasa y glutation
peroxidasa en la glandula, indicando que las membranas biologicas fueron atacadas por
radicales libres (Hamed et al., 2008), ademas de encontrarse una alta concentracion de

malondialdehido en la leche bovina (Suriyasathaporn et al., 2006).
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Otros factores no infecciosos que pueden tener un impacto moderado en el
incremento del contaje, son también la edad del animal, lesiones en la ubre, estrés (FAO,
2012), paridad, numero de lactancia, estacion del afio, ya que en algunos meses se presentan
niveles mas altos segun los estudios de Skrzypek et al. (2004), tamafio de la granja, intervalo
de muestreo, variabilidad diurna, condicion corporal (BCS) y las diferencias innatas entre los

cuartos de la ubre y las vacas (Breen et al., 2009; Hagnestam-Nielsen et al., 2009).

Hay que tomar en cuenta que los terneros son menos propensos a sucumbir a
recaidas por casos anteriores de mastitis y es menos probable que estén persistentemente
infectados y que registren elevados niveles de SCC en subsecuentes muestras de leche (Breen
et al., 2009). Ademas que éstos niveles varian con la etapa y meses de lactancia, pero no se
afecta por la edad del primer parto (Haskell et al., 2009); y esta asociado a que las vacas que
tienen menor conteo de células somaticas, poseen mayor rendimiento en la produccion para la

lactancia (Olechnowicz & Jaskowskj, 2012).

Las vacas que tienen bajos niveles de SCC, segin las normas de referencia, son
consideradas sanas, pero puede incluir animales afectados por una mastitis subclinica
subaguda o cronica en uno o dos de sus cuartos; entonces el efecto de la dilucidn de la leche
que proviene de los cuartos sanos permite que los niveles de la muestra se encuentre dentro de
los limites (Buelow et al., 1996), pero puede causar un riesgo de contagio para el resto del
rebafio, principalmente si es causado por un patdgeno como S. aureus (Janosi & Baltay,
2004).

Cabe recalcar que existe mayor conteo de células somaticas cuando las muestras
estan infectadas con una mayor diversidad de patdgenos (Olechnowicz & Jaskowskj, 2012).
Es por esto que la correlacion que existe entre el contaje de células sométicas y bacterias
totales (TBC) (van Schaik et al., 2005), constituyen métodos de referencia usados como
indicadores de la calidad de la leche cruda (Elmoslemany et al., 2009a) y en promedio la

reduccion en SCC se asocia con la disminucion de TBC (Berry et al., 2006).

Conteos de células somaticas mayores a 500 000 cel./mL estan usualmente asociadas

con una mastitis bovina, cuyos efectos son la reduccion en la produccion de leche y el tiempo
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de vida util de los productos lacteos (Rivas et al., 2001), aungue en algunos paises como el
Ecuador los parametros permitidos son ain mas elevados llegando a 700 000 cel./mL (Norma
NTE INEN 9:2012), estableciendo que SCC mayores a estos valores son mas propensos a
tener una IMI, ya que estas infecciones pueden permanecer del fin de una lactancia hasta el
comienzo de la siguiente, con mayor riesgo de IMI en la siguiente lactancia, consecuencia de

un mal proceso de curacién durante el periodo de secado (Green et al., 2007).

Por tanto el conteo de células somaticas puede ser usado para medir la IMI y la
calidad de la leche de las vacas, rebafios y niveles de poblacion (Schukken et al., 2003; Wolif
et al., 2011), pero cabe recalcar que segun estudios de Janosi & Baltay, (2003) las vacas con
mastitis se pueden identificar con éxito sélo por una evaluacion conjunta entre el SCC vy el
estado bacteriologico de la leche de la ubre, porque la medicién de uno solo parametro, puede
ser indicador poco fiable (Komine et al., 2005), ya que si los datos del SCC de vacas
individuales dentro de un rebafio estdn sesgadas hacia valores altos, es razonable esperar que

la incidencia de mastitis clinica del rebafio también debe ser alto (Wolff et al., 2011).
Contaminacion bacteriana

Existen tres vias por las cuales se puede dar una contaminacion bacteriana, (i) de la
superficie externa de la ubre y pezon, (i) por el equipo de ordefio, y (ii) por organismos que
causan mastitis dentro de la ubre (Pantoja et al., 2009). Por lo que el nivel y tipo de
microorganismos existentes en la leche permiten monitorear la calidad higiénica en la que ha
sido producida (Olechnowicz & Jaskowskj, 2012).

Mastitis

La mastitis es una enfermedad asociada con dos aspectos importantes en la calidad
de la leche, el conteo de células somaticas y la leche visiblemente anormal, en caso de
mastitis clinica (Hogeveen et al., 2010). Constituye una de las mayores enfermedades de los
animales lecheros, resultante de muchos casos de infecciones de las glandulas mamarias
(Rainard & Riollet, 2006); es una reaccion inflamatoria de uno o algunos cuartos mamarios
(Zhao & Lacasse, 2008; Djabri et al., 2002), que puede tener diferentes categorias como
aguda o crénica, debido a la naturaleza de los sintomas, a la relacion entre la cantidad de
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tejido glandular mamario involucrado y la forma de la mastitis que finalmente resulta (Hogan
& Smith, 2003).

Asi, en la mastitis aguda la condicion de la vaca es generalmente afectada por la
fiebre, baja ingesta de alimentos, diarrea y deshidratacion, la glandula mamaria esta hinchada,
caliente, dura y dolorosa y la leche cambia visiblemente, pues es aguada, con manchas y

coagulos y de color amarillento o marrén (Hogan & Smith, 2003).

En cuanto a la mastitis crénica, la cual se subdivide en (i) subclinica o mastitis
oculta, en la que los signos son imperceptibles por observacion directa, es decir es
asintomatica (Arricau-Bouvery & Rodolakis, 2005), se basa en la presencia de bacterias y en
modificaciones citologicas de la leche (Djabri et al., 2002), la ubre y la leche no cambian
visiblemente, solo las pruebas secundarias de laboratorio como CMT, muestran mastitis o el
andlisis del conteo celular soméatico u otro parametro relacionado con la infeccion (@steras &
Sglvergd, 2009).

(i) Leve en donde la ubre puede estar ligeramente hinchada y dura, y la apariencia de
la leche es ligeramente anormal, las pruebas de Paddle/laboratorio confirman el diagndstico;
finalmente, (iii) indurativa en la cual las glandulas con mastitis no pueden producir leche y el
tejido glandular es remplazado por el tejido cicatricial por lo que la glandula es
completamente dura y se contrae; el examen clinico es suficiente para establecer el

diagndstico; este tipo de mastitis no tiene tratamiento (FAO, 2012).

Dentro de los factores de riesgo que son determinantes de IMI y mastitis clinica
durante los periodos de secado y lactancia temprana se encuentran la edad porque los cambios
anatémicos del pezén con el tiempo tienen un efecto negativo en la resistencia local y general,
ya que aumenta el diametro del canal y disminuye su funcién de esfinter, el uso de
antibiéticos en el periodo de secado y la salud de las ubres de la vaca afectada por la
condicion del pezén y la integridad del canal del pezon, aspectos de manejo, SCC, numero de
lactancia, produccion de leche y condicién corporal (Green et al., 2008; Gundelach et al.,
2011), ademas existe mayor riesgo en el cuarto trasero derecho, posiblemente por las

condiciones higiénicas del area (Gundelach et al., 2011).
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Para prevenir esta enfermedad hay que asegurarse de que los animales tengan buena
salud, higiene y que el lugar donde se encuentren esté en condiciones dptimas (Wolff et al.,
2011), ya que el incremento del riesgo de contraer mastitis clinica probablemente esta
asociado con un incremento de patdgenos en el medio ambiente (Green et al., 2007; Aland,
2003) y en el caso de que exista signos de enfermedad, los animales deben ser examinados y

diagnosticados por un veterinario antes de iniciar el tratamiento (Wolff et al., 2011).

Para los productores de leche los costos que esta enfermedad representa son altos a
nivel mundial (Kalmus et al., 2006; Riekerink et al., 2006), pues incluyen el tratamiento y
costos laborales veterinarios, cambios en la composicion del lacteo reduciendo su calidad,
pérdida de produccion de las ubres gravemente afectadas, tiempo de retiro de leche y carne
debido a los residuos de antibidticos post-tratamiento (Tsenkova et al., 2001) y hasta la

pérdida de algunos animales (Seegers et al., 2003).
Mastitisy lainfluenciaen la calidad de la leche

La mastitis causa alteraciones en la composicion de la leche por los cambios
fisiologicos ocasionados en la ubre (Hogeveen et al., 2010), los cuales dependen de la
respuesta inflamatoria, es decir, de la patogenicidad de la bacteria causante de la enfermedad,
de la cantidad de tejido afectado en la glandula, especialmente si esta incluida el area epitelial
(Komine et al., 2006; Pyorald, 2003) y del estado de lactancia en el que ocurre (Seegers et al.,
2003).

Dentro de estos cambios se incluye la disminucion de la capacidad sintética de la
glandula, resultando en la disminucién de las concentraciones de ciertos constituyentes de la
leche (Komine et al., 2006) como grasa, caseina y en menor proporcion el contenido de

lactosa e incremento del contenido de los iones sodio y cloro (Tsenkova et al., 2001).

Ademés causa la alteracion de las fracciones proteicas, ya que posee mayor actividad
proteolitica, debido al incremento de plasmina proteinasa, la cual hidroliza la caseina,
reduciendo la o —caseina y [-caseina y elevando la proteinas séricas, como albumina y

a, — antitripsina (Janosi & Baltay, 2004), ya que existe mayor permeabilidad capilar, lo que
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facilita su paso desde la sangre (Poutrel et al., 1983; Komine et al., 2006), y y-caseina en el

total de la proteina de la leche (Urech et al., 1999).

También eleva la actividad de enzimas como la N-acil-glucosaminidasa y el nimero
de leucocitos provenientes de la sangre, llamados células somaticas (Janosi & Baltay, 2004;
Komine et al., 2006), implicadas en los mecanismos de defensa de la ubre (Poutrel et al.,
1983), ademéas existe la transferencia de otros componentes como iones Na y ClI, citratos,
bicarbonatos, éstos Ultimos durante la inflamacién de las ubres son los responsables de
elevados niveles de pH (Ogola et al., 2007).

Adicionalmente los residuos de medicamentos por tratamiento de la mastitis, reducen
problematicamente la calidad de la leche, pues primeramente se retira la carne y leche de su
comercializacion por un tiempo y a pesar de ello puede existir trazas de antibidticos (FAO,
2012); debido al peligro que representan en la salud humana se deben observar los tiempos de
retiro de antibiéticos estrictamente de acuerdo a la normativa de cada pais.

Agentes causantes de la mastitis

La mastitis es frecuentemente relacionada con una infeccién bacteriana (Djabri et
al., 2002) o inclusive causada por hongos (Ginter et al., 2009), micoplasmas o algas (Zadoks
& Middleton, 2011), patdgenos cuya via de infeccion es a través del canal del pezon y
multiplicacién en el interior del lumen de la glandula mamaria, especialmente después del
ordefio (Zhao & Lacasse, 2008; Rainard & Riollet, 2006; Hogan & Smith, 2003); puede

también ser parte de la enfermedad general y afectar a otros 6rganos (FAO, 2012).

La mayor diferencia entre las infecciones intramamarias causadas por distintos
microorganismos, es el tiempo de duracion en el que la bacteria persiste dentro de la glandula
mamaria (Hogan & Smith, 2003). Los agentes causativos mas predominantes de mastitis son
las especies de Streptococcus y Staphylococcus (Zadoka & Fitzpatrick, 2009), es asi que la
IMI estd relacionada comlinmente con el patogeno del género Staphylococci coagulasa-
negativo (Pantoja et al., 2009) generalmente después del parto y en medio de la etapa de

lactancia, causando mastitis subclinica (Janosi & Baltay, 2004).
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Ademas se ha aislado Staphylococcus aureus el patdgeno mas asociado con esta
enfermedad (Rivas et al, 2001) y Corynobacterium pyogenes en casos de mastitis clinica
(Olechnowicz & Jaskowskj, 2012) y Escherichia coli que es la causa mas comun de IMI en
vacas lecheras (Zadoks & Middleton, 2011). Pseudomona aeruginosa (Sela et al., 2007) y
Streptococcus agalactiae (Jayarao et al., 2004) la cual tiene una vida corta, evitando de esta
manera una transmision del patogeno dentro del rebafio (Zadoks & Fitzpatrick, 2009), y que
necesita estar en la ubre de la vaca para sobrevivir, por lo tanto, no es dificil de erradicar si se
trata a todas las vacas del hato (FAO, 2012).

Se ha encontrado también Klebsiella pneumoniae y Klebsiella oxytoca, Serratia
marcescens causantes de mastitis bovina (Zadoks & Middleton, 2011), Streptococcus uberis
(Gianneechini et al., 2002) mastitis subclinica segin estudios de Lasagno et al., (2011)
Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus hyicus, Streptococcus canis, Enterobacter,
Nocardia, Prototheca, Arcanobacterium pyogenes, levaduras y hongos; estos Ultimos
encontrados en menor frecuencia (Reyher et al., 2011), otras como Coxiella burnetti uno de
los patdgenos menos conocidos causante de mastitis, reconocida por algunos autores (Philpot
& Pankey, 1975).

Weller & Bowling, (2000) aislaron S. aureus y Streptococcus uberis que son los
patdgenos con mayor frecuencia causantes de mastitis y conocidos por su alta patogenicidad
(Janosi & Baltay, 2003), aunque en lactancias tempranas es estadisticamente significativo el
incremento del riesgo de infeccién por Staphylococcus aureus, particularmente vacas que se

encuentran en su primera o segunda lactancia (Zecconi & Piccinini, 2002).

Sin embargo las vacas también pueden tener mastitis debido a otras enfermedades
como la metritis, neumonia, problemas digestivos o0 de baja nutricion que las hacen débiles
(FAO, 2012).

Las dos formas principales por las cuales una vaca puede infectarse, son:

1. Cuando los terneros se infectan poco después del nacimiento mediante la lactancia
por una ubre enferma y asi contagiarse terneros lactantes entre si, convirtiéndose en novillos
con mastitis desde el primer dia en que se ordefan.
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2. La trasmision de una vaca infectada a una no infectada, mediante las manos del
ordefiador (FAO, 2012); esta fase de transmision generalmente se refiere a tres semanas antes
a tres semanas después del parto, tiempo critico en el que el animal experimenta cambios
nutricionales, fisiologicos y sociales que lo hacen mas wulnerable a infecciones vy
enfermedades metabodlicas (Kalmus et al., 2006), pues el sistema inmune del bovino es menos

capaz de combatir a los patdgenos (Burvenich et al., 2003).
Control de la mastitis

La habilidad de los productores para controlar algunas enfermedades entre ellas la
mastitis depende en gran medida del acceso al conocimiento, facilidades de diagnostico y a
productos que permitan la salud del animal (Zadoks & Fitspatrick, 2009), ya que puede ser

minimizado tomando las debidas medidas de bioseguridad (Barkema et al., 2009).

Es por esto que algunos factores de manejo de las granjas resultan en mayor
probabilidad de contraer mastitis clinica, por lo que mantener las medidas de higiene
necesarias es primordial para evitarlo, cominmente estan asociados con la administracion de
tratamientos y manejo de los establos y area de parto en el periodo de secado (Green et al.,
2007), ya que las fuentes comunes de contaminacion para los bovinos son establos, estiércol,
agua y suelo, especialmente por bacterias Gram-negativas, por lo que utilizando en los
establos materiales inorganicos como arena o0 piedra caliza triturada han tenido mejores
resultados (Hogan & Smith, 2003).

Es asi que las practicas de manejo especialmente en el ordefio estan relacionadas con
la salud de las ubres en las vacas y por consiguiente resultan de fundamental importancia en el
control y en si en la prevencion de formas de mastitis clinica y un bajo nimero de células
sométicas en la leche (Haltia et al., 2006; Olechnowicz & Jaskowskj, 2012), por lo que
dependen de la automatizacion del ordefio, practicas de inmersion, procedimientos de pre y
post desinfeccion del pezon, examinacién de las ubres antes del ordefio y durante el periodo
de secado, el uso del CMT (Janosi & Baltay, 2004), el corte de los pelos de las ubres y

limpieza de los utensilios de ordefio (Olechnowicz & Jaskowskj, 2012).
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Ademas la intensidad de la alimentacion como el suplemento de selenio parenteral,
esta relacionado con bajos niveles de SCC, ya que la escasez de complementos dietéticos
como o-tocoferol y selenio en la dieta de las vacas conlleva una actividad alterada de los
PMN vy su suplementacion a traves de la dieta diaria conduce a una rapida afluencia de
leucocitos polimorfonucleares a bacterias intramamarias y su consiguiente muerte, asi como
la baja frecuencia y corta duracion de mastitis clinica (Olechnowicz & Jaskowskj, 2012), que
adicionalmente con la Vitamina E, las deficiencias de estos micronutrientes se relacionan con

un incremento en la prevalencia y severidad de mastitis (Burvenich et al., 2003).

Adicionalmente el uso de guantes (Olechnowicz & Jaskowskj, 2012), y que los
recipientes utilizados para la limpieza y desinfeccion eficaz sean adecuados (Dufour et al.,
2011) hacen que se produzca leche de calidad con bajos contenidos bacterianos
(Elmoslemany et al., 2009a), ya que la mayoria de patdgenos encontrados previamente han
sido microrganismos ambientales (RySanek et al., 2009). Cabe recalcar que aquellas vacas
con alto nivel SCC vy mastitis clinica deben ser, necesariamente ordefiadas al final y

desinfectar el equipo después de cada ordefio (Olechnowicz & Jaskowskj, 2012).

La aplicacion de vacunas previene altos contajes bacterianos seguidos de cambios
intramamarios tanto para la duracién de la infeccion como de los sintomas clinicos (Hogan &
Smith, 2003). Ademas cuando las vacas de pasto estan vacunas reduce el riesgo de contraer
mastitis clinica, por ejemplo con la vacuna de leptospirosis, aunque esta enfermedad no es
claramente causa de mastitis, es posible que esta vacuna le confiera directa o indirectamente

efectos de proteccion contra mastitis (Green et al., 2007).

El enfriamiento de la leche previene el crecimiento de la mayoria de los tipos de
bacterias en un grado considerable, ya que las bacterias causantes de infecciones pueden
sobrevivir en el entorno, granero, herramientas de ordefio, manos, etc. lo que significa que la
higiene general (Ogola et al., 2007), tanto en el ordefio como en el rebafio son una parte
importante del control de la mastitis, pues pueden prevenir la propagacion de patégenos de
mastitis contagiosa a algunos de los animales méas susceptibles, incluso cuando existe un

numero sustancial de vacas infectadas (Smith et al., 2005).
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El uso de desinfectantes germicidas en los pezones inmediatamente antes del ordefio,
es decir realizar un presellado, puede reducir la incidencia de nuevas infecciones durante la
lactancia (Hogan & Smith, 2003) y curar las IMI existentes, en ayuda con la administracion
intramamaria de antibioticos (Godden et al., 2003) y el uso posterior de selladores de pezones
para asegurarse de que las bacterias no invadan el canal del pezon y causen mastitis (Robert et
al., 2006), aunque el empleo de antisépticos de pezon internos como métodos de control no
reducen significativamente el riesgo de infecciones con bacterias coliformes (Hogan & Smith,
2003; Berry & Hillerton, 2007).

Tratamiento de la mastitis

En el caso de que las vacas presenten mastitis, se debe tratar la enfermedad en cuanto
se la diagnostica y se puede realizar una infusion de una preparacion de antibiotico en el canal
del pezon, como tratamiento normal y en casos agudos aplicando un tratamiento sistémico,
aunque se debe tener en cuenta la resistencia de ciertas bacterias (Pol & Ruegg, 2007) como
Staphylococcus por lo que se debe hacer una prueba de sensibilidad a antibidticos (FAO,
2012). A pesar que los antibidticos son muy (tiles para el tratamiento, éstos no protegen el

dafio causado en la glandula (Zhao & Lacasse, 2008).

Los antibioticos depositados por via intramuscular o intravenosa dejan residuos en la
leche y la carne, por lo que se los debe desechar, sea cual fuere el tratamiento, la duracién del
tiempo de espera y desecho es normalmente sujeto a las prescripciones de las autoridades de
cada pais (Smith et al., 2005).

En vista del hecho que el conteo de células somaticas de la leche de vacas con
mastitis subclinica tiende a incrementarse cuando avanza la etapa de lactancia, una efectiva

terapia de secado debe usarse para restaurar la salud de la ubre (Janosi & Baltay, 2003).

Ademés muchos experimentos han demostrado que el mejor momento para el
tratamiento de la mastitis subclinica es en el comienzo del periodo seco, después del Ultimo
ordefio (FAO, 2012), ya que reduce las infecciones por patdgenos contagiosos (Sears &
McCarthy, 2003), la tasa de curacion de la terapia es mayor que la del tratamiento durante la

lactancia, el ndmero de nuevas infecciones de mastitis durante el periodo seco se reducen,
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mayor tiempo de recuperacion de tejido dafiado y no existe el riesgo de retirar la leche debido
a su contenido de antibidticos, lo que implica beneficios econdmicos; ademéas algunos
veterinarios recomiendan tratar todos los cuartos de todas las vacas para evitar el uso de
pruebas de mastitis subclinica (FAO, 2012).

Brucelosis

La brucelosis es una de las mayores enfermedades zoonoticas ocupacionales de
distribucion mundial (Al Dahouk et al., 2007; Gopaul et al., 2008), que puede presentarse con
un amplio espectro de manifestaciones clinicas (Shamelian, 2000) y ocasionalmente ser fatal
en humanos (Godfroid et al., 2005), ademés de permitir problemas reproductivos en un
significante ndmero de especies domésticas (Gopaul et al., 2008; Xavier et al., 2009), por lo
que anualmente es causante de grandes pérdidas econdmicas y sociales que afectan al
ganadero, a la economia agropecuaria del pais y la salud publica humana (D’pool & Diaz,
2005).

En América del Sur, es la enfermedad mas grave en el ganado con tasas de
prevalencia entre el 0.1 y 20.3% (Lucero et al., 2008), sin embargo se ha encontrado una
prevalencia del 25% en el ganado lechero, en Argentina (Samartino, 2002), mientras que
Ecuador posee prevalencias que van del 4-10.62% dividiéndose en regiones de alta y baja
prevalencia y una regién libre de enfermedad, Las Islas Galapagos (MAG-SESA, 2009);
ademas el Centro Internacional de Zoonosis (C1Z) (2003) ha encontrado en el Canton Mejia

una prevalencia del 5,5% en trabajadores de la ganaderia.

La brucelosis es una infeccion cronica granulomatosa (Pappas et al., 2005), causada
por diferentes bacterias intracelulares del género Brucella (OIE, 2012; Gopaul et al., 2008; Al
Dahouk et al., 2007; USDA, 2003) cada una de las cuales tiende a infectar a una especie
animal especffica, pero no son exclusivas puesto que la mayoria son capaces de infectar a
otras especies animales porque es un organismo que normalmente se asocia con otra especie
hospedadora (Xavier et al., 2009; Ibarra, 2008). Puede presentarse como aguda, subaguda o

localizada, cronica o subclinica (Shamelian, 2000), afectando a bovinos, porcinos, ovinos,
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caprinos, equinos, camélidos y perros, otros rumiantes, algunos mamiferos marinos y al ser
humano (Cutler et al., 2005).

Brucella spp. es un patdgeno que no se multiplica en el medio ambiente, pero es
usualmente transmisible directamente entre huéspedes (Xavier et al., 2009), pueden penetrar
al cuerpo a través de mucosas, conjuntivas, piel erosionada o piel sana; los vectores que
pueden diseminar la enfermedad son perros, animales silvestres hasta el hombre; y cuyas

caracteristicas clinicas varian segin la especie y hospedero (D’pool & Diaz, 2005).

Se conoce seis especies B. abortus asociada al ganado y/o bisonte, B. suis cerdos,
liebres, renos y en ocasiones bovinos (D’pool & Diaz, 2005), B. melitensis ganado ovino,
caprino y en ocasiones bovino (Memish & Balkhy, 2004; D’pool & Diaz, 2005; Xavier et al.,
2009) siendo el agente zoon6tico mas importante (Godfroid et al., 2005; Pappas et al., 2006),
B. canis, perros, B. ovis ovejas y B. neotomae ratas de madera del desierto (Acha & Szyfres,
2001); las primeras cuatro especies son patogénicas para humanos (Corbel, 2006; Al Dahouk
et al., 2007; Gopaul et al., 2008), por la presencia del lipopolisacarido rugoso o liso que
permite la correlacion con la virulencia de la enfermedad en los seres humanos (Pappas et al.,
2005).

Adicionalmente, en los ultimos afios se han clasificado B. ceti en ceticeos, B.
pinnipedialis en pinnipedos (Pappas et al., 2005; Foster et al., 2007), éstas especies de
Brucella marina son capaces de infectar a humanos, ya que se pueden transmitir a través del
contacto directo (Xavie et al., 2009), provocando grandes trastornos neurologicos (Hernandez
et al., 2008); y B. microti en topillos (Schoiz et al., 2008).

La transmision natural de la enfermedad es a través de la ingestion de las brucellas
presentes en fetos abortados, membranas placentarias y en las descargas uterinas, pues en los
liquidos del parto del animal infectado existe una gran cantidad de bacterias, que pueden
sobrevivir varios meses en el medio externo, principalmente en estiércol, agua, suelo y fetos,
especialmente en condiciones frias y hdmedas (D’pool & Diaz, 2005), y siguen siendo
infecciosas para otros animales, que se contagiaran al ingerirlas; ademas las bacterias también
colonizan las ubres contaminando la leche (D’pool & Diaz, 2005; OIE, 2012); por el consumo
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de agua, alimentos contaminados, el lamido de los genitales de animales enfermos,

transmision venérea por toros infectados a través del semen (D’pool & Diaz, 2005).

La trasmision a humanos es a través del contacto directo con partes de animales
infectados como placentas tras un aborto o fetos, por consumo de productos contaminados
con leche sin pasteurizacion procedente de los mismos y a través de la inhalacion de aerosoles
infectados, consumo de drganos como higado o bazo sin cocinar (Memish & Balkhy, 2004;
Pappas et al., 2005); la enfermedad puede ser asintomatica o presentar sintomas tales como
fiebre intermitente o irregular, cefalea, debilidad, sudor abundante, escalofrios, pérdida de
peso, dolor general y transpiracién maloliente (Pappas et al., 2005); también puede producirse

la infeccion de 6rganos como el higado o el bazo (OIE, 2012).

La enfermedad en los animales se caracteriza por el aborto, trastornos reproductivos,
epididimitis, orquidis, vesiculitis, e infeccion de las glandulas accesorias en los machos
(D’pool & Diaz, 2005), alteracion de la fertilidad y subfertilidad en sus huéspedes animales
principales y disminucion del rendimiento de leche en el ganado e higromas y nacimiento de
terneros débiles (D’pool & Diaz, 2005; CFSPH, 2007). Los animales suelen recuperarse, y
después del primer aborto son capaces de procrear a pesar de que pueden continuar
excretando bacterias (OIE, 2012), que estan presentes en el (tero, leche, feto y placenta
(D’pool & Diaz, 2005).

Como la primera linea de defensa del huésped frente a microorganismos de Brucella
son los leucocitos polimorfonucleares, aunque es resistente al dafio causado por estas células
(Pappas et al., 2005), y macrofagos activados, que migran al sitio de la invasion bacteriana
(Madkour, 2001), esta relacionada con el incremento de células sométicas dentro de la leche
(Xavier et al., 2009); los anticuerpos contra Brucella spp. se pueden encontrar en maltiples
fluidos, pero los ensayos serologicos se realizan principalmente en la sangre y la leche (lbarra,
2008).

Aunque cabe sospechar la presencia de brucelosis en caso de signos clinicos como
abortos, la confirmacion exige pruebas serologicas, seguidas de pruebas de laboratorio

prescritas para aislar e identificar a la bacteria como prueba gold estdndar que dura de dias
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hasta semanas (Al Dahouk et al., 2007); ademas la vigilancia con fines de deteccion puede
pasar por la realizacién sistematica de pruebas serolégicas y de andlisis de la leche, con
técnicas rutinarias sobre la base de ensayos indirectos como la prueba del anillo en leche
(MRT) o Brucellosis Ring Test (BRT) (Nielsen, 2002)

El MRT segin estudios de Ibarra (2008) realizados en Ecuador, tiene una
sensibilidad y especificidad de 46.11 y 94.92%, respectivamente, aunque incluye algunas
deficiencias como reacciones falsas debido al factor de dilucidn, procedencia de la muestra de
leche, después del parto, etapas finales del ciclo de lactancia, cuartos con mastitis o de

animales vacunados (Gall et al, 2002).
Control de la brucelosis

La mejor manera de prevenir la brucelosis humana es luchar contra la infeccion en
los animales, por lo que en las zonas donde la enfermedad es endémica suele utilizarse la
vacunacion para reducir la incidencia de la infeccion, la vacuna mas utilizada es la cepa 19
(S19) cuyos titulos post-vacunales suelen interferir con la convencional prueba serologica
(Nicoletti, 2001).

Una vez que un animal resulta positivo es necesario sacrificarlo, pues la enfermedad
tiende a ser cronica y es dificil de erradicarla en el rebafio; ademas ningin tipo de
medicamento usado hasta el momento ha mostrado resultados en el tratamiento y

recuperacion de los bovinos afectados (D’pool & Diaz, 2005).
Tratamiento de la brucelosis

Aungue muchos d&rganos pueden estar involucrados permitiendo complicaciones
focales, la brucelosis es raramente fatal en humanos; a pesar de ello los pacientes son
discapacitados por semanas hasta meses (Al Dahouk et al., 2007). Una terapia adecuada es
necesaria para prevenir complicaciones o recaidas (Shamelian, 2000), que incluyen
tratamientos antibiéticos prolongados combinados (Pappas et al., 2005; Al Dahouk et al.,
2007), que puedan penetrar los macrofagos y actuar en el medio ambiente intracelular &cido
(Pappas et al., 2005).
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1.45 Analisis de lacteos
Citometria de flujo

La citometria de flujo es un método basado en los valores de dispersion de la luz para
distinguir células viables de no viables, que es una ventaja frente a otros meétodos como la

citologia convencional (Rivas et al., 2001).

En la industria lactea se ha utilizado éste método para la determinacion del contenido
de células sométicas, medido mediante un equipo denominado Fossomatic, en el cual el
conteo de particulas se fundamenta en el contaje de nucleos de células tefiidos, principalmente
leucocitos con alto contenido de ADN vy células epiteliales con bajo contenido de ADN
(Janosi & Baltay, 2004).

Estudios previos han demostrado que existe correlacion significativa entre la
citologia manual y la citometria de flujo, ademas se ha validado como un método de
diagnodstico para la identificacion de mastitis bovina que puede detectar verdaderos negativos,
es decir, que no tienen mastitis y han reportado que la sensibilidad y especificidad es similar o

mayor a la citologia, 100y 83%, respectivamente (Janosi & Baltay, 2004).

Ademés la citometria de flujo puede ser utilizada para identificar antigenos de
superficie, que pueden arrojar luz en la identificacion celular y la funcion asociada; distinguir
tipos de células viables de otra materia también presente en la muestra, combinando el perfil
obtenido por la luz dispersada con informacion de células especificas identificadas por
anticuerpos monoclonales fluorescentes, esto es utilizado principalmente para contar e
identificar células en la leche las cuales contienen globulos de grasa; cuantificar neutréfilos en
la leche de vacas sanas y vacas inoculadas con endotoxinas; y evaluar linfocitos en leche de
glandulas no infectadas y glandulas con infecciones espontaneas por Staphilococcus (Rivas et
al., 2001).

Aungue para mayor confiabilidad de los resultados de SCC en muestras de leche,
segun Lievaart et al., (2011) se debe probar en diferentes series de datos, paises e intervalos

de muestreo, mientras que otros estudios no han encontrado efecto de la variabilidad en la
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precision de los resultados para diferentes intervalos de muestreo (Olechnowicz & Jaskowskj,
2012).

La citometria de flujo se ha utilizado en algunos estudios para determinar las células
somaticas en diferentes estaciones del afio, mediante el equipo Fossomatic 90, obteniendo un
promedio de 499.2 x 10%/ mL de leche que a través de los tres afios de estudio fue aumentando
(Rajcevi¢ et al., 2003).

En estudios realizados por Gundelach et al., (2010) se determin6 el conteo de células
sométicas usando el Fossomatic serie 400, basado en citometria de flujo, para determinar que
la terapia antibidtica en el periodo de secado, la edad y la salud de las ubres del animal son
factores que contribuyen a las infecciones intramamarias y a la mastitis clinica, durante el

periodo de secado Y las etapas de lactancia temprana.
Otras metodologias

Existen otras metodologias mediante las cuales se pueden determinar tanto
parametros fisico-quimicos como el conteo de células somaticas o bacterianas en la leche

cruda.

Asi, se han usado otras técnicas para la medicion del SCC, como el coulter counter el
cual cuenta el nimero de impulsos eléctricos resultantes del paso de las particulas entre dos
electrodos (IDF, 1995), y el fitro de DNA que 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 reaccion con el ADN de las células es entonces
utilizado para determinar el contenidko de ADN que esta relacionado directamente con el

numero de células presentes en la muestra (Timms & Schultz, 1987; Ward & Schultz, 1972).

Otra técnica con el mismo objetivo es el uso de espectroscopia de infrarrojo cercano
(NIR) el cual en una region de 1100 a 2500nm mide el conteo de células somaticas, cuya
determinacion se ha encontrado que estd relacionada con cambios en la composicion de la
leche, siendo las proteinas y la concentracion ionica, los factores que mayor influencia ejercen

en el espectro de la leche con elevados SCC (Tsenkova et al., 2001).
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Segin Rivas et al., (2001), se utiliza una citologia manual de leche (recuentos
diferenciales de leucocitos), técnica estandar utilizada para determinar la presencia 0 ausencia
de procesos inflamatorios en la leche bovina con bajos SCC; la citologia solamente permite
contar un ndmero bajo de células por muestra, no diferencia células viables de no viables y no

evalla la funcién celular.

Para determinar la mastitis bovina en vacas lecheras se han usado muchos otros
indicadores diagnosticos como California Mastitis Test (CMT), un método simple indirecto
que mide el nimero de células sométicas presentes en la leche mediante la estimacion del
contenido de ADN en la misma, codgulos, la actividad de N-Acetil-B-D-glucosaminidasa
(NAGasa) (Pyoralda, 2003), y la concentracion de lactoferrina (Lf) (Komine et al, 2006).

El uso de métodos basados en PCR, en la investigacion y diagnostico de mastitis han
dado alternativas de control y mayor entendimiento de su epidemiologia (Zadoks &
Fitzpatrick, 2009), pudiendo mejorar el diagnostico aumentando la sensibilidad de deteccion
de algunos organismos como S. aureus (Graber et al., 2007) o inclusive de aquellos que son

no viables o dificiles de cultivar (Barlow et al., 2008).

Algunos autores como Lee et al.,, (2006) para la determinar el nimero total de
colonias por mililitro de muestra utilizan el método tradicional de recuento en placa, el cual se
basa en incubar una cantidad medida de muestra, haciendo diluciones o no, en placas de agar

a 37°C por algunas horas y se cuenta el nimero de UFC (Unidades Formadoras de Colonia).
1.5 Hipotesis

1. Los parametros de calidad de la leche bovina de haciendas grandes, medianas
y pequefias de la parroquia Machachi, ubicada en la Provincia de Pichincha, se encuentran
dentro de los rangos establecidos por la Norma INEN, ya que es una zona con una alta

densidad de ganado bovino y de gran produccién lechera.

2. Existe diferencia entre el nimero de animales en el hato y se puede determinar
la correlacion entre células somaticas y concentracion bacteriana, y el diagndstico de

Brucella  spp. mediante Milk Ring Test con el cultivo especifico.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1Disefo del estudio

La presente investigacion es el andlisis de la calidad de la leche basada en los
parametros  fisico-quimicos, bacteriologicos y células somaticas mediante estadistica
descriptiva de las variables, relacion entre variables y analisis de correspondencia mdttiple,
junto al estudio de exploracion de corte transversal o de prevalencia (Avila, 2007) de
brucelosis bovina a traves de Milk Ring Test (MRT). Finalizando con el andlisis de factores
determinantes de los datos tomados mediante encuestas epidemioldgicas de cada animal
(Anexo 8); para lo que se realizd un muestreo estratificado para haciendas, tomando
muestras de leche de los bovinos ordefiados de las haciendas grandes, medianas y pequefias
de la parroquia Machachi, provincia de Pichincha. Dentro de la evaluacion de la calidad de
la leche se utilizd la citometria de flujo y el andlisis con infrarrojos por la transformada de

Fourier.
2.2 Participantes

Haciendas grades, medianas y pequefias de la parroquia Machachi, sitios en los

que se realizd los muestreos.

Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro (Agrocalidad).

Tumbaco-Ecuador. Lugar donde se proceso las muestras, obtuvo e interpretd los resultados.

Centro Internacional de Zoonosis (ClZ), ubicado en la Universidad Central del
Ecuador, 3er Piso, Edificio del Servicio Médico, Ciudadela Universitaria. Quito-Ecuador.

Lugar donde se procesé las muestras, obtuvo e interpret6 los resultados.
2.2.1 Personas
Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro (Agrocalidad)

Dr. Luis Ramos. Director de los Laboratorios.
Dra. Nahir Dugarte. Laboratorio de Control de Calidad de Leche.
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Centro Internacional de Zoonosis

Washington Benitez O., Ph.D. Director.
Gustavo Echeverria. Asesor cientifico.
Paulina Fernandez. Asesor cientifico.

Lenin Ron M.Sc. Bioestadista.
Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE

Maria Augusta Chavez M.Sc. Directora de Tesis.

Ing. Verdnica Marcillo. Codirectora de Tesis.

2.3 Zona de estudio
2.3.1 Descripcion de la zona de estudio

El presente estudio se llevd a cabo en las haciendas grandes, medianas y pequefias
de la parroquia Machachi con una superficie de 415.93 km?, ubicada en el canton Mejia,
provincia de Pichincha a una altitud de 3.100 msnm, en las coordenadas latitud: S 0° 40" / S
0° 30" y longitud: W 78° 45', limitada al norte por las parroquias Tambillo, Pintag y canton
Rumifiahui, al sur la provincia de Cotopaxi, al este la parroquia Pintag y provincia Napo y

al oeste las parroquias Albag y Aloasi.

COLOMBIA

v

Figura 2.1.- Mapa de la Zona de estudio.

Las haciendas productoras de leche ordefian dos veces al dia, un promedio de 30,

70 y mas de 80 animales, siendo pequefias, medianas y grandes haciendas, respectivamente,
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todos los dias, con un promedio de 24 L/dia de leche por animal. El muestreo se realizd en
el ordefio de la tarde, entre la 1 a 6 pm. durante un periodo comprendido entre 13 de Enero
y el 8 Abril de 2013.

2.4 Periodo de tiempo de investigacion

La investigacion se realizd entre Enero del 2013 a septiembre del 2013. El
muestreo entre el 13 de Enero y el 8 de Abril de 2013 y las muestras se procesaron en la
Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro (Agrocalidad) y el Centro

internacional de Zoonosis de Enero a Abril del 2013. Ver Cronograma Anexo 1.

2.5 Disefo Estadistico

El célculo de las haciendas muestreadas se realiz6 mediante férmula:

1,962« 152

n 52

n = 34 Haciendas

Donde;

k = Confiabilidad al 95%
s = Varianza

e = Precision del 5%

Destacando que para establecer la varianza se tomd en cuenta el rango con mayor
variabilidad entre los datos que oscilan actualmente los pardmetros de la leche y segin los

datos proporcionados por el laboratorio de la Universidad Salesiana de Cayambe (Anexo 7)
corresponde a las células sométicas.

Ademas segun estudios y observaciones previas realizadas en trabajos publicados
por investigadores del Centro Internacional de Zoonosis se establecid que los factores
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ponderadores de muestreo estratificado para haciendas son 20% haciendas grandes, 10%
haciendas medianas y 70% haciendas pequefias, siendo 7, 4 y 23, respectivamente de la
muestra antes calculada; tomando en cuenta que todos los animales que pertenecen al
mismo predio estan expuestos a factores similares como alimentacion, enfermedades y
manejo, se establecid tomar una muestra del 25% de los animales que se ordefian dentro de
las haciendas grandes, de la misma manera para medianas y en las pequefias el ndmero
total.

Posterior a los analisis de laboratorio (citometria de flujo, analisis con infrarrojos
por la transformada de Fourier y MRT) de todas las muestras recolectadas se realizd los
analisis estadisticos, junto a los datos tomados de las encuestas epidemioldgicas de cada
animal, determinando la calidad de la leche mediante el analisis descriptivo y asociacion de
las variables, calculando la prevalencia aparente de Brucelosis por MRT, buscando factores

influyentes en la calidad del lacteo.

2.5.1 Analisis Descriptivo de las variables

Para este analisis se calculo la media, minimo, méximo, desviacion estandar y el
coeficiente de variabilidad, obteniendo finalmente el histograma, de los datos tabulados de

las encuestas.

Media: mediante la ecuacion seguida por Gutiérrez y de la Vara, (2008).

n

— 1=1""i

X = ———
n

Donde;

n= nimero de muestras

x; = dato de cada muestra
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Desviacion Estandar: mediante la ecuacion seguida por Gutiérrez y de la Vara,

(2008).
o[BG
n

n= ndmero de muestras

Donde;

x; = dato de cada muestra

X = media

Coeficiente de variabilidad

v =

xRl W

Donde;
S= desviacién estandar

X = media

Meétodos para el analisis de los resultados de Laboratorio
2.5.2 Analisis Descriptivo

Para este analisis se realizd los célculos del apartado 2.5.1 de los resultados

obtenidos en laboratorio.
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2.5.3 Andlisis de Asociacion entre variables

Para determinar las variables que presentan asociacion, en el presente estudio, se
realiz6 el calculo del Chi-cuadrado (X?), el test exacto de Fisher, con las siguientes

formulas:

Chi-cuadrado (X?): mediante la ecuacién seguida por Galindo, (2008).

Xops = i o ;ifi)z

Donde;

n; = frecuencia observada
f;= frecuencia esperada

k = categoria

Test exacto de Fisher: mediante la ecuacién seguida por Velasco & Wisniewski, (2001).

_ U/v1

F =
V/v2

Donde;
U, V = variables aleatorias

v;, v,= grados de libertad

2.5.4 Analisis de correspondencia multiple

Para determinar la asociacion global entre varias variables de las encuestas
epidemioldgicas y los resultados obtenidos, se realizd un grafico de correspondencia

maltiple, basado en las distancia Chi-cuadrado.
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2.5.5 Prevalencia

Para la determinacion de la frecuencia de Brucelosis existente en el ganado bovino

en el momento del estudio, expresado en porcentaje, se utilizd la siguiente formula (Esper
& Machado, 2008).

numero total de casos MRT positivos

P =— - x100
numero total de animales muestrados

2.5.6 Andlisis de Factores Determinantes

Para determinar las variables que presentar riesgo se realizd el calculo del Chi-

cuadrado (X?), el test exacto de Fisher y del Odds ratio con la siguiente formula (Gordis,
2005).

Odds ratio

Posibilidad de que un animal expuesto
presente la enfermedad _ad
Posibilidad de que un animal no expuesto ~ bc
presente la enfermedad

Odds ratio = OR =

Si la exposicion no se relaciona con la enfermedad, el Odds ratio serd igual a 1; si
se relaciona positivamente, sera mayor que 1; si se relaciona negativamente, serd menor a 1
(Gordis, 2005).

Intervalo de confianza al 95% del Odds ratio (IC 95%): segin la formula seguida por
Esper & Machado, (2008).

In(Limite inferior) = In(OR) — z * DS[In(OR)]
In(Limite superior) =In(OR) + z * DS[In(OR)]

Donde:
DS = desviacion estandar

OR= odds ratio
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z=1.96

2.6 Procedimientos
2.6.1 Trabajo de campo
2.6.1.1 Muestreo

Se realizd un muestreo estratificado para haciendas, en el que se tomd muestras de
leche una vez por semana durante el ordefio normal de la tarde de las haciendas de la
parroquia Machachi, provincia de Pichincha, en un total de 7, 4, 23 haciendas grandes,
medianas y pequefias, respectivamente. Se conservd las muestras en frascos estériles a 4°C,

para el posterior trabajo de laboratorio. En las haciendas se tomd 421 muestras.
Materiales

e Frascos estériles.

e Marcador permanente.
e Cooler.

e Hielo quimico.

e Equipo de bioseguridad: botas, overol, guantes y mascarillas.
Procedimiento

e Se almacend las muestras de leche cruda, en tubos estériles, dentro de la caja
térmica para su transporte al laboratorio.

e Ya en el laboratorio se analizd inmediatamente.

2.6.2 Trabajo de Laboratorio

Los protocolos de laboratorio detallados a continuacion, fueron manejados en los
Laboratorios de Control de Calidad de Leche de Agrocalidad y de microbiologia del Centro
Internacional de Zoonosis. Ademés para el andlisis de la calidad de la leche en los

diferentes equipos, los protocolos estan estandarizados por el fabricante.
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2.6.2.1 Conteo de células somaticas

Para el conteo de células somaticas se hizo uso del equipo Fossomatic FC, el cual
mediante citometria de flujo hizo el recuento celular (FOSS, 2012a), basando su calculo en

la tincion fluorométrica del material nuclear mediante bromuro de etidio (IDF, 1995).

Materiales

e Equipo Fossomatic FC

e Carriles: 10 muestras cada uno

e Guantes
e Cofia
e Mascarilla

e Papel toalla desechable

e Bafio maria seteado a 40°C

Reactivos

e Foss Clean Kit

e Rinse

e Fossomatic Reagent C (Dye)
e Fossomatic Reagent E (Buffer)

e Fossomatic Reagent D (Clean)

Procedimiento

e Se prepard los reactivos antes mencionados segin las especificaciones del equipo
(Anexo 4).

e Se llevo a las muestras a 40°C en el bafio maria y se colocé en el orden deseado en los
respectivos carriles del equipo.

e Se coloco los carriles en el equipo y se procedié a programar al equipo para el analisis,
para posteriormente obtener los resultados mediante el software Foss Integrator
workstation.
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2.6.2.2 Conteo bacteriano

El conteo bacteriano se realizd mediante el equipo BactoScan FC, el cual emplea
citometria de flujo de células para proporcionar un sistema que cuenta bacterias
individuales - IBC (solo las bacterias viables) presentes en la leche cruda, permitiendo con

esto un mayor control de la higiene cuando se recibe directamente del hato (FOSS, 2012b).

Materiales

e Equipo BactoScan FC
e Guantes

e Cofia

e Papel toalla desechable
e Mascarilla

e Bafio maria seteado a 40°C

Reactivos

e Solucion de stock de liquido portador

e Solucion de stock de reactivo colorante

e Solucion colorante de stock para Enzima Mini Users

e Solucion de stock de preservacién para muestra de control bacteriano
e Solucion de rehidratacion para muestra de control bacteriano

e Liquido portador pronto para usar

e Solucion blanca pronta para usar

e Solucion de final del dia pronta para usar

e Solucion de Lavado pronta para usar

e Reactivo de incubacién pronto para usar

e Muestra de control bacteriano pronta para usar

Procedimiento

e Se prepard los reactivos antes mencionados segun las especificaciones del equipo
(Anexo 5).

e Se precalentd las muestras a 40°C.
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e Se programd el equipo para el andlisis de la concentracion bacteriana.

e Secorrid 3 soluciones blanco.

e Secorrié el control bacteriano.

e Se pas6 manualmente una a una las muestras para el andlisis, para posteriormente

obtener los resultados mediante el software Foss integrator Workstation.

2.6.2.3 Parametros fisico-quimicos

Para el anilisis de los parametros fisico-quimicos se usO el equipo MilkoScan
FT+, que se baso en el andlisis con infrarrojos por la transformada de Fourier (FTIR).
Trabaja con la regién media de los infrarrojos del espectro de 3-10pm correspondiente a
1000 — 5000 cm' (FOSS, 2012c).

Materiales

e Equipo MilkoScan FT+

e Guantes
e Cofia
e Mascarilla

e Papel toalla desechable

e Bafio maria seteado a 40°C

Reactivos

e Solucion de liquido de cero

e Solucion de limpieza

e  Muestra en blanco

e Solucion de limpieza para la cubeta y el enjuague por la célula de flujo

e Solucién FossClean

Procedimiento

El MilkoScan FT+ forma en conjunto con el Fossomatic FC el equipo denominado

CombiFoss, los cuales pueden analizar las muestras al mismo tiempo, asi que el
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procedimiento es el mismo mencionado anteriormente para el conteo de células somaticas.

La preparacion de los reactivos se especifica en el Anexo 6.
2.6.2.4 Milk Ring Test(MRT)

El diagndstico de la brucelosis bovina se realizd utilizando el antigeno B. abortus
tefiida con hematoxilina, basandose en el principio de que el anticuerpo (IgA, IgM e 1gG1)
(Sutra et al., 1986) unido a los globulos de grasa de la leche se una al antigeno llegando a la

cima de la leche y se forme una capa de color (Nielsen et al., 1996).

Materiales

e Tubos de vidrio para Ring Test.
e  Micropipetas.

e Guantes

e Cofia

e Mascarilla

e Papel toalla desechable

e Incubadora a 37°C

Reactivos

e Antigeno para Ring Test, suspension de Brucella abortus cepa 1119-3, de Weybridge,

inactivada, y coloreada con hematoxilina.

Procedimiento

e Se coloco las muestras y el antigeno en temperatura ambiente, aproximadamente 15
minutos.

e Se homogenizd las muestras de leche.

e Se dispuso en los tubos de vidrio 1mL de leche a analizar y 50uL de antigeno en cada
tubo y se homogenizo.

e Seincub6 a 37°C por 1 hora.

e Serealizd la lectura, mediante la observacion del anillo y el fondo.
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2.6.2.5 Cultivo especifico de Brucella spp.

Brucella es un microorganismo de crecimiento lento, lo que hace que tenga un alto
nivel de contaminacién con otros organismos encontrados frecuentemente en el material de
diagnéstico como la leche, por lo que el uso de una variedad de antibidticos es cominmente
adicionados al agar base para un aislamiento exitoso (Stack et al., 2002), la confirmacidn
de la presencia del microorganismo es a través de medios selectivos, necesarios para el
aislamiento de Brucella spp., el medio selectivo Farrell ha sido desarrollado para el
aislamiento de B. abortus de muestras de leche (Marin et al., 1996). Las colonias de
Brucella luego de la incubacion por 3-4 dias, se presentan con un didmetro de 1-2mm,
transparentes de color miel cuando se observan a contra luz, de aspecto liso, contornos

regulares y abombadas.

Materiales

e Cajas petri

e Hisopo estéril

e Guantes
e Cofia
e Mascarilla

e Centrifuga (Labnet Imternacional, C9424)
e Cabina de bioseguridad (ESCO, Class 1l BSC)

e Incubadora a 37°C+ 1°C con presencia de 8+2% de CO,

Reactivos

e Medio de cultivo especifico Farrell.

Procedimiento

e Las muestras de leche positivas a MRT se dividio en dos submuestras, la primera se
centrifugd a 2 250 g + 500 g durante aproximadamente 15 minutos.

e Se extendid un volumen de 200 pL de muestra primeramente de la crema y luego del
sedimento, sobre 1/3 de la superficie del medio de cultivo en la caja Petri, con la ayuda de

un hisopo estéril.
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e Seincubd a 37°C + 1°C en presencia de 8 £ 2% de CO».
e Se observd macroscopicamente luego de tres dias y todos los dias siguientes durante 7

dias.
2.6.2.5.1 Preparacion de Medio de Cultivo especifico Farrell

Materiales

e Erlenmeyer estéril

e Plancha de calentamiento

e pH-metro
e Autoclave
Reactivos

e Columbia Blood Agar Base

e  Suero de caballo

e Brucella Selective  Supplement SR0083A- OXOID. Antibidticos vy
antimicéticos: Cicloheximida 50mg, Bacitracina 12 500 IU, Sulfato de polimixina 2

500 IU, Vancomicina 10 mg, Acido nalidixiqua 2.5 mg y Nistatina 50 000 IU).

Procedimiento

e Se homogeniz6 el medio base en un frasco estérii con agua destilada-
desmineralizada y se llevo a ebullicion durante 15 minutos.

e Luego, seadiciond 4 g/L de agar y se autoclavd por 15 minutos a 121 °C.

e Posteriormente, se adiciono suero estéril de caballo 5 mL/L de medio base, el
cual se descomplementd por calentamiento a 56°C durante alrededor de 30 minutos.
e Se adiciond los antibioticos y antimicéticos (10 mL/ 50mL de medio base),

reconstituidos en 5 mL H,O + 5 mL Etanol.

2.6.2.6 ldentificacion Bacteriana mediante Medios de Cultivo especificos para el

diagnostico de Gram (-)

Las pruebas bioquimicas han sido utilizadas para diferenciar bacterias, éstas se

fundamentan en demostrar si el microorganismo es capaz de fermentar azlcares, la
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presencia de enzimas, la degradacion de compuestos,
coloreados, etc. (Vizcarrombo & Gutiérrez, 2002).

Materiales
e Espatula
e Balanza

e Erlenmeyer

e Agitadores magnéticos

e Tubos de vidrio con tapa rosca
o Cajas petri

e Guantes

e Gradilla

e Pipetas desechables

e Plancha de calentamiento

e Autoclave

Reactivos

e Agua destilada

e Medios de cultivo:
McConkey
Triple Sugar Iron. TSI
Simmons Citrate
Caldo MR-VP
Medio Fenilalanina
Medio Arginina
MIO Medium
Lysine Iron Agar

e Reactivos
Reactivo de Kovacs
Rojo Metilo

Cloruro Férrico

la produccién de compuestos
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Alfa naftol
Azul de Bromotimol

e Urea

Procedimiento

e Se pesd cada medio de cultivo, segin las especificaciones de cada reactivo y se
disolvié en agua destilada.

e Luego, se homogenizo por ebullicion a 200°C por aproximadamente 10 minutos.

e Posteriormente, se dispensd en tubos de tapa rosca y se autoclavd a 121°C por 20
minutos, se dejo enfriar y solidificar.

e Se dej6 en refrigeracién durante dos dias para observar cualquier contaminacion.

e La segunda sub-muestra de leche positiva a MRT, se sembrd en cada uno de los
medios de cultivo.

e Finalmente, se incubd a 37°C por 24 horas y se observd crecimiento.



CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Descripcion general de la muestra

Las 421 muestras tomadas en las haciendas de la parroquia Machachi,
pertenecieron a 409 bovinos y 12 tanques de enfriamiento, de las cuales se recolectd el
80.20% (335/421) de haciendas grandes, 11.49% (51/421) medianas y 8.31% (35/421)

pequefias, los datos obtenidos de las muestras se pueden observar en los Anexos 8y 9.

Los datos fueron categorizados para realizar un mejor analisis, como se observa en

la siguiente tabla:

Tabla 3.1.- Descripcion de la muestra y categorizacion de los datos, Machachi-Ecuador 2013.

Variable Categorizacion Resultado
Edad Jovenes (< 3 afios) 17.36% (71/409)
Adultos (> 3 afios) 82.64% (378/409)
Holstein 88.26% (361/409)
Raza Cruza (Holstein/Otras) 8.31% (34/409)
Otras (Brown Swiss, Jersey, Normando, Sueca roja)  3.42% (14/409)
Pocos (0-2) 46.21% (189/409)
Partos Medios (3-6) 52.81% (216/409)
Muchos (mas de 7) 0.98% (4/409)
Abortos Sl 11.25% (46/409)
NO 88.75% (363/409)
Fase Temprana (desde parto hasta 2 meses) 25.43% (104/409)
Etapa de Fase Estable de alta produccion (2-4 meses) 24.21% (99/409)
Lactancia Fase de descenso lento (4-7 meses) 23.23% (95/409)
Fase de descenso acelerado (7-10 meses) 27.14% (111/409)
Baja 31.05% (127/409)

Produccion 2

Media 36.929% (151/400)
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Alta 32.03% (131/409)

Balanceado (suplemento, productos naturales, pasto) 90.46% (370/409)
Alimentacion _

Natural (alimentos naturales, pasto) 9.54% (39/409)

% la categorizacion de este pardmetro se determind segin los percentiles 33 y 66, siendo 19 y 27 L/dia, respectivamente; entre

los cuales esté la agrupacion “Media”.

3.2 Andlisis descriptivo de las variables

Para este analisis se empled el paquete Rcmdr en el programa R version 2.15.3,

obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 3.2.- Resultados de los analisis descriptivos de las variables, de los datos tomados del ganado

lechero bovino en Machachi-Ecuador 2013.

Variable Anélisis Histograma Observaciones
X = 63 meses
Edad min.= 20 meses Alta  variabilidad

max.=145 meses

.

entre los datos de

S =26.601 edad.
cv =42.08%
¥ = 141 dias
Dias de min.= 2 dias _ Disimetria de los
Lactancia méx.= 319 dias i datos
S = 94.309 | —'
CcV =66.83% e
x=3
Partos min.= 0 - Alta  variabilidad
méx.= 10 s } entre los datos.
S=1.756 — | ‘ —=

cv =59.73%
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x =0.1296

Abortos min.= 0 : No existe simetria
Max.= 3 L en la distribucion
S =0.390 ——— de los datos.
cv = 301%
X = 24.09L/dia

Produccion min.= 6L/dia | Simetria  de los
méx.= 52L/dia f e datos
S=8.744 |
cv = 36.3%

x: media; min: minimo; max maximo; S: desviacion estandar; cv: coeficiente de variabilidad.

3.3 Resultados de los analisis de Laboratorio

La utilizacion de citometria de flujo y el analisis con infrarrojos por la
transformada de Fourier permitieron evaluar los parametros de calidad de la leche;

determinandose el cumplimiento de la NORMA INEN.
Descripcion general de los resultados

Cabe recalcar que los resultados fueron categorizados de acuerdo al cumplimiento

o no de la NORMA INEN, como se observa en la siguiente tabla:

Tabla 3.3.- Descripcion y categorizacion de los resultados de laboratorio, Machachi-Ecuador 2013.

Variable Categorizacion Resultado
celul Norma (<300 000 cel./mL)? 79.22% (324/409)
élulas
» Aceptable (300 000<x>700 000) cel./mL 7.82% (32/409)
Somaticas
Fuera de Norma (>700 000 cel./mL) 12.96% (53/409)
Norma (>3%) 15.16% (62/409)
Grasa
Fuera de Norma (<3%) 84.84% (347/409)
] Norma (>2.9%) 9.78% (40/409)
Proteina

Fuera de Norma (<2.9%) 90.22% (369/409)
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) Norma (>11.2%) 21.76% (89/409)
Solidos Totales
Fuera de Norma (<11.2%) 78.24% (320/409)
Sélidos no Norma (>8.2%) 77.75% (318/409)
grasos Fuera de Norma (<8.2%) 22.25% (91/409)
Norma (<100 000 UFC/mL)* 95.84% (392/409)
Bacterias " Aceptable (100 000<x>1.5x10°)UFC/mL 2.93% (12/409)
Fuera de Norma (>1.5x10° UFC/mL) 1.22% (5/409)

Todos los datos se tomaron de la Norma INEN Ecuador; % Dato tomado de la normativa Argentina; °: los
datos de laboratorio de obtuvieron en IBC/mL, por lo que se los transform6 con el factor=0.14 (Bohorquez,
2013).

Tomando en cuenta las mismas categorizaciones para las muestras de los tanques

de enfriamiento, los resultados se observan en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4.- Descripcion general segun la categorizacion de las muestras de los

tanques de enfriamiento tomados en las haciendas de Machachi-Ecuador 2013.

Células Somaticas

ACEPTABLE 16.67%
FUERANORMA 16.67%
NORMA 66.67%
Grasa

FUERANORMA 16.67%
NORMA 83.33%
Proteina

FUERANORMA 8.33%
NORMA 91.67%
Sélidos Totales

FUERANORMA 8.33%
NORMA 91.67%
Sdlidos no grasos

FUERANORMA 8.33%
NORMA 91.67%
Bacterias

FUERANORMA 0%
ACEPTABLE 16.67%
NORMA 83.33%
MRT

Negativo 83.33%

Positivo 16.67%
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Analisis descriptivo de los resultados

Tabla 3.5.- Andlisis descriptivo de los resultados de las muestras tomadas en Machachi-Ecuador

2013.

Variable Analisis Histograma Observaciones
x = 494 300 cel./mL.
min.= 4 000 cel./mL. La mayoria de los datos

Células méx.= 14 330 000 cel/mL tienden a valores bajos de

SCC; y los pocos que

Somaticas S =1499.791 presentan  valores altos
cv =303.4% crean una sobre dispersion.
x =1.781%
min.= 0.260% _

Grasa méx.=10.330% - Disimetria en la distribucion
S =1366 ‘ . de los datos.
cvV=76.7%

x =3.307%
. min.= 1.515%

Proteina
max.=4.920% \ Baja variabilidad entre los
$=0.375 o datos.
cv=11.35%

x =10.410%
. min.= 4.605%

Solidos
max.=18.340% Simetria en la distribucion

Totales S =1.456 — de los datos.
cv =13.98%

x = 8.552%
. min.= 4.030%

Solidos
max.=9.965% Baja variabilidad entre los

Nno grasos datos.

S =0.556 =
CV = 6.49%
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x =135 400 UFC/mL 1

min.= 140 UFC/mL
Bacterias méax.=35 720 000 UFC/mL

S=1785.435

Entre los datos existe una
disimetria en su
distribucién, notandose que

muchos resultados se

cv =1318.8% e

concentran en valores bajos.

x: media; min: minimo; max maximo; S: desviacion estandar; cv: coeficiente de variabilidad.

Andlisis de Asociacion entre Variables

Para determinar la asociacion entre las variables se realizd la prueba de Chi-

cuadrado (X?) vy el test exacto de Fisher, asociando los diferentes parametros mediante

tablas dindmicas empleando el paquete Rcmdr; en el programa R version 2.15.3,

obteniendo los resultados indicados en el Anexo 10.

En el andlisis global, como se puede observar en la tabla del Anexo 10, existen

algunas asociaciones que presentan diferencias estadisticas significativas (P < 0.05), para

las cuales se realizd en andlisis mediante graficos dinamicos, como se observa a

continuacion:

Tabla 3.6.- Resultados de las asociaciones estadisticamente significativas entre células somaticas y

las diferentes variables, Machachi-Ecuador 2013.

Variables Analisis

B ACEPTABLE B FUERANORMA NORMA

Observaciones

. 98.11%
Células 90.63% 79.32%
Somatica/
20,68%
Edad 9,38% 1,89%
—
ADULTA JOVEN

Edad

La asociacion demuestra que
tomando en cuenta el pardmetro
fuera de la norma entre los dos
grupos, el mayor porcentaje de
muestras se encuentra a edad
adulta de los animales.




Resultados | 58

B ACEPTABLE M FUERANORMA E NORMA

88,36%
71,76%

Somatica/ Exust,e. un mayor conteo de (felulas
Part sométicas cuando los animales
artos .
6,88% 4,769 presentan 7 0 mas partos.
MEDIOS MUCHOS POCOS
Partos
B ACEPTABLE M FUERANORMA H NORMA
80,54% De acuerdo a la alimentacion
) 66,67% cuando es natural, la calidad de la
Células .

_ leche tiende a presentarse fuera de
Somatica/ \ 28,21% norma, mientras que de los que
Suplemento 811% 11,35% 5 13% consumen balanceado el mayor

’ =270 porcentaje estd dentro de los
parametros permitidos a nivel
Balanceado Natural nacional.
Suplemento
B ACEPTABLE N FUERANORMA [ NORMA
75,00% 85,49%
66,049
Células Un alto SCC se presenta en
Sométicas/ 33,96% resultados negativos a MRT, a
25,00% ,, Pesar que dentro de éste grupo el
MRT 00,00‘? 859 . . 12,65% mayor porcentaje se encuentra
0,00% o7 dentro de la norma.
Negativo NI Positivo
MRT NI* no internretahle
B ACEPTABLE M FUERANORMA H NORMA
[s)
81,40% 74,47% . -
Las haciendas pequefias presentan
Células un mayor porcentaje de muestras
Somatica/ que se encuentran fuera d.e norma
. con respecto a la medianas y
Hacienda

grandes, mientras que en éstas
Gltima el porcentaje mayor esta
dentro de los pardmetros.

GRANDE MEDIANA PEQUENA

Haciendas
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B ACEPTABLE M FUERANORMA E NORMA

88,58%

[s)
68,75%71'70/0 Da a notar que cuando el mayor

Células porcentaje de muestras que estan
Somética/ fuera de la norma en SCC,
también se encuentran fuera de
Grasa ella en contenido graso.
FUERANORMA NORMA
Grasa
B ACEPTABLE M FUERANORMA E NORMA
82,41%
4 64,15%
Células 59,38% 0
Somatica/ El mayor porcentaje de fuera de la
Sélidos norma en células somaticas, se
encuentra también en sélidos
Totales totales.
FUERANORMA NORMA
Solidos Totales
B ACEPTABLE M FUERANORMA © NORMA
84,57%
Células 49,06% 53,13% .
Somatica/ 46,88% 50,94% El mayor porcentaje de fuera de la
S6lidos no norma en SCC, se encuentra
15,43% dentro de la misma en sélidos no
grasos grasos.

FUERANORMA NORMA

Solidos no grasos

B ACEPTABLE M FUERANORMA H NORMA

La mayor cantidad de muestras

96,88% 97,84%  se encuentran dentro de la norma

Células 3,02% en bacterias, manteniendo una
relacion con el mayor porcentaje
de SCC que estan dentro de la
norma; al analizar el grupo fuera
de norma de bacterias, el mayor

porcentaje de altos SCC esta
ACEPTABLE FUERANORMA NORMA también fuera de norma.

Somatica/

Bacterias 9,43% 7,55%
3,13%  1,85% 0,00% 0,31%
e —

Bacterias
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Tabla 3.7.- Resultados de las asociaciones estadisticamente significativas entre el parametro grasa y
las diferentes variables, Machachi-Ecuador 2013.

Variables Analisis Observaciones

B FUERANORMA E NORMA

69,35%

El  mayor porcentaje de

Grasa/ muestras fuera de norma en
Produccion grasa se encuentra cuando la
produccion del animal es
mediana.
ALTA BAJA MEDIANA
Produccion
M FUERANORMA H NORMA
96,54%

Grasa/ Se puede observar que la
Suplement 56,45% alimentacion con balanceado
P 43,55% estd relacionada a que los
0 . X
3,46% - porcentajes de grasa estén

fuera de la norma.

Balanceado Natural
Suplemento
B FUERANORMA B NORMA
90,49%

En las haciendas grandes el
mayor porcentaje de muestras
Grasa/ se encuentran fuera de la
Hacienda 29,03% norma en el contenido de

grasa, mientras que en
mediana y pequefas tienden a
estar dentro de la norma.

GRANDE MEDIANA PEQUENA

Hacienda
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B FUERANORMA HE NORMA

9 100,00%
Grasa/ 92,22% El  mayor porcentaje de
S6lidos muestras que Se encuentran
fuera de la norma en grasa, se
Totales . 778% encuentran fuera de la misma
0,00% ' en sélidos totales.
FUERANORMA NORMA
Solidos Totales
B FUERANORMA HE NORMA
El  mayor porcentaje de
97 98% muestras que Se encuentran
’ ;;3 87% dentro de la norma en
Grasa/ ’ bacterias, se encuentran fuera
Bacterias en el contenido  graso;

analizando el grupo fuera de la
norma en  bacterias  se
encuentra que el mayor
ACEPTABLE FUERANORMA NORMA porcentaje de muestras en
grasa esta dentro de la misma.

173% 9,68%
’ —

0,29% 6:45%

Bacterias

Tabla 3.8.- Resultados de las asociaciones estadisticamente significativas entre el pardmetro
proteina y las diferentes variables, Machachi-Ecuador 2013.

Variables Analisis Observaciones

B FUERANORMA HE NORMA
47,50%

Proteina/ 28,18% , 2412% 26,02% El mayor porcentaje de muestras

Etapa de 17,509 21,68% ' 20,00% fuera de norma en proteina, se

lactancia encuentra en la etapa estable de
alta produccion de leche.

ACELERADO ESTABLE LENTO TEMPRANA

Etapa de Lactancia
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B FUERANORMA E NORMA

92,50%
76,69% Ambos parémetros se
i encuentran relacionados, es asi
Proteina/ que cuando los sélidos totales
Sélidos .
totales estan fuera de norma, el mayor
porcentaje de proteina se
encuentra también fuera de
norma.
FUERANORMA NORMA
Solidos Totales
B FUERANORMA E NORMA
0,
82,38% Entre los dos pardmetros existe
] una relacion  proporcional,
Proteina/ cuando los sélidos no grasos
Sélidos no ,
estdn fuera de norma, el
grasos

porcentaje de proteina también
y en el mismo caso cuando
estan dentro de la norma.

FUERANORMA NORMA

Solidos no grasos

Tabla 3.9.- Resultados de las asociaciones estadisticamente significativas entre el pardmetro sélidos
totales y las diferentes variables, Machachi-Ecuador 2013.

Variables Analisis Observaciones

B FUERANORMA HE NORMA

90,63%

82,02%

El mayor porcentaje de muestras

Sdlidos que estdn fuera de norma en
I\ggaﬂtzssl sélidos totales, se encuentran en
17,98% animales que no presentaron

9,38% abortos.

NO N

Abortos
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B FUERANORMA HE NORMA

0,
>9,55% La concentracion de soélidos
S6lidos 37 81% totales es mas baja cuando la
7 o -7 -
Totales/ produccion de leche es mediana;
Produccion 23,13% mientras que en baja tienden a
11,24% estar en mayor proporcion
dentro de la norma.
ALTA BAJA MEDIANA
Produccion
B FUERANORMA HE NORMA
S6lidos 97,19% La influencia del balanceado
Totales/ 66,29% marca una diferencia en el
Suplement porcentaje de solidos totales,
0 33,71% ” ;
dejéndolos en mayor cantidad
2,81% - fuera de norma.
Balanceado Natural
Suplemento
B FUERANORMA N NORMA
84,69%
73,03%
S6lidos El mayor porcentaje de solidos
Totales/ totales fuera de la norma se
MRT 25,84% encuentran en los resultados
13,75% negativos a MRT.
Negativo NI Positivo
MRT NI: no interpretable
B FUERANORMA HE NORMA
91,25%

. El mayor porcentaje de solidos
?OI'?OS/ totales se encuentran fuera de
HOt"’.‘ es norma en haciendas grandes,

acienda

GRANDE MEDIANA

Hacienda

PEQUENA

ocurriendo lo contrario en
mediana y pequefas.
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B FUERANORMA E NORMA

98,13%
0,
Sélidos 87,64%
Totales/
Bacterias

1,56% 7/87%
I

ACEPTABLE

0,31% 449%

NORMA

FUERANORMA

Bacterias

La mayoria de las muestras que
se encuentran dentro de la
norma en bacterias, se
encuentran fuera de ella en
sélidos totales.

Tabla 3.10.- Resultados de las asociaciones estadisticamente significativas entre el pardmetro

sélidos no grasos y las diferentes variables, Machachi-Ecuador 2013.

Variables Analisis Observaciones
B FUERANORMA E NORMA
90,11%
80,50%
S6lidos no El mayor porcentaje de sé6lidos
grasos/ no grasos se encuentran fuera
Edad 19,50% de norma en la edad adulta de

9,89%

JOVEN

ADULTA
Edad

B FUERANORMA E NORMA

86,77%
75,00%

69,91%

Solidos no
grasos/
Partos

13,23%

POCOS

MUCHOS
Partos

MEDIANOS

los animales.

El mayor porcentaje de muestras
que presentan solidos totales
fuera de norma, se encuentran
cuando existen de 3 a 6 partos;
mientras que a pocos partos la
mayor cantidad porcentual se
encuentra dentro de la norma en
sélidos no grasos.
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Tabla 3.11.-Resultados de las asociaciones estadisticamente significativas entre el parametro

bacterias y las diferentes variables, Machachi-Ecuador 2013.

Variables Analisis Observaciones

B ACEPTABLE N FUERANORMA NORMA

80,00%
El  mayor porcentaje de
Bacterias/ muestras que tienen bacterias
- 38,01%
Produccion fuera de norma se presentan
20,00% cuando la producciéon  del
8,33% animal es baja.
ALTA BAJA MEDIANA
Produccion
B ACEPTABLE M FUERANORMA NORMA
96,76%
87,18% ) ) o
Cuando la alimentaciéon diaria
Bacterias/ es natural se presenta el mayor
Suplement porcentaje de muestras que
0 tienen alta  concentracion
bacteriana.
2,16% 1,08% 10,26% 5 c6%
’ o 1, ) (]
° I
Balanceado Natural
Suplemento
B ACEPTABLE M FUERANORMA NORMA
97,56% 97,87%
76,47% El mayor porcentaje de muestras
Bacterias/ que presentan bacterias fuera de
Hacienda la norma se encuentran en
0, - ~
213% 213% 14’71?82% haciendas pequefias.
0,30% 0,00% = ’
GRANDE MEDIANA PEQUENA
Hacienda

Los resultados finales de cada pardmetro, a nivel de haciendas grandes, medianas y
pequefias, se presentan en el anexo 11.



Dim 2 (9.031%)
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Analisis de Correspondencia Multiple

Para determinar la maltiple asociacion entre las variables, se realizd el grafico de

correspondencia, empleando el paquete FactoMineR, del programa R version 2.14.2,

MCA factor map

Bact._NO
Fy

Cells_NO
ry

Dim 1 (15.03%)

Figura 3.1.- Gréfico de correspondencia multiple entre las variables de las muestras de las
haciendas de Machachi-Ecuador 2013.

Como se observa en la Figura 3.1, existen cuatro grupos de variables que se
asocian; 1. Sélidos no grasos que estan fuera de la norma, grupos de partos que van de 3 en
adelante, proteina que esta fuera de la norma, alta produccion de leche, edad adulta de los
animales y la fase de descenso lento de lactancia; 2. Tamafio mediano de haciendas, con la
presencia de abortos y resultado positivo a MRT; 3. Solidos totales que estan dentro de la
norma, porcentaje de grasa dentro de la norma, suplemento alimenticio natural y tamafio

pequefio de la hacienda; y 4. Pocos partos (0-2) y edad joven del animal.
Prevalencia de Brucelosis

La utilizacion de MRT (Milk Ring Test) en leche permitid identificar una
prevalencia aparente (PA) de 16% (67/403) [ICg59 = 0.1319- 0.2070], seis muestras no fue
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posible interpretar el resultado, demostrando que 67 bovinos muestreados presentaron
inmunoglobulinas sensibilizadas al antigeno de B. abortus, patdgeno causante de brucelosis

en bovinos, los datos registrados de las muestras se pueden observar en el Anexo 12.

De las muestras positivas a MRT, se realizd en primer lugar el cultivo especifico
en medio Farrell, en el cual no se encontrd crecimientos bacterianos referentes a Brucella;
posteriormente se realizd la tipificacidn bacteriana en medios de cultivo para bacterias
Gram negativas, encontrando dos especies claramente identificadas E. coli y P. Vulgaris;

cuyos resultados se pueden observar en el Anexo 13.
Andlisis de Factores determinantes para la calidad de la leche.

Para determinar las variables que representan factores influyentes se realizd la
prueba de Chi-cuadrado (X?) y el test exacto de Fisher, asociando los diferentes parametros
mediante tablas dindmicas empleando el paquete Rcmdr; para el Odds ratio se utilizd el
analisis binomial, respecto a parametro de menor incidencia, en el programa R version
2.15.3, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 3.12.- Resultados del analisis de los factores de riesgo de las haciendas de Machachi-Ecuador
2013.

Chi-Cuadrado Fisher
Variables
valor P valor P Odds ratio IC 9505

Edad / Células Somaéticas

Adultas / Jévenes 10.16  0.001434 0.0003726 12.69 2.09-518.34
Partos / Células Somaéticas

Muchos/Pocos 1492  0.0001125 0.01671 19.09 1.25-290.73

Medios/Pocos 19.74  8.86E-06 8.00E-06 4.81 2.22-11.59
Suplemento/Células Somaticas

Natural/Balanceado 8.89 0.002875 0.009297  3.06 1.28-6.91
Tamafio Hacienda/Células Somaticas

Mediana/Grande 4.14 0.04187 0.07064 2.28 0.89-5.40

Pequefia/Grande 8.19 0.004209 0.01407 3.08 1.22-7.24
Produccién/Grasa

Alta/Baja 46.81 7.81E-12 3.21E-13 3267 8.13-288.17

Mediana/Baja 20.82  5.05E-06 7.90E-06  4.01 2.08-8.03

Suplemento/Grasa
Balanceado/Natural 98.01 <22e-16 2.83E-16  21.21 9.45-5099.44
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Tamafio de Hacienda/ Grasa

Grande/Pequefia 216.97 < 22e-16 <22e-16 18197 54.93-798.93

Mediana/Pequefia 2707  197E-07 1.22E-07 16.86 4.74-78.40
Etapa Lactancia/Proteina

Estable/Lenta 7.16 0.007455 0.009435 350 1.26-11.26

Temprana/Lenta 0.14 0.7045 0.7861 1.23 0.36-4.49

Acelerada/Lenta 0 0.9978 1 1 0.28-3.74
Presencia Abortos/Sél. Totales

NO/SI 5.16 0.02308 0.03516 211 1.02-4.26
Produccién/Sol. Totales

Alta/Baja 4063  1.84E-10 108E-10 859 4.02-20.13

Mediana/Baja 20.38  6.36E-06 8.64E-06  3.43 1.92-6.23
Suplemento/S6l. Totales

Balanceado/Natural 7705 <22e-16 7.56E-15  17.38 7.57-43.86
Tamafo Hacienda/S6l. Totales

Grande/Pequefia 14336 < 2.2e-16 <22e-16 9259 27.11-492.69

Mediana/Pequefia 2252  2.08E-06 151E-06 15.60 3.99-91.55
Edad/Sél. No grasos

Adulta/Joven 455 0.03289 0.04035 2.20 1.03-5.27
Partos/Sél. No grasos

Medios/Pocos 16.59  4.64E-05 429E-05 282 1.65-4.92

Muchos/Pocos 0.47 0.495 0.4422 2.18 0.04-28.33
Produccién/Bacterias

Baja/Alta 4.19 0.04064 0.0573 0 0.69-00

Mediana/Alta 0.87 0.3508 1 0 0.02-0
Suplemento/Bacterias

Natural/Balanceado 0.64 0.4228 0.3957 240 0.05-25.06
Tamafo Hacienda/Bacterias

Mediana/Grande 2.89 0.08885 0.2186 7.71 0.09-609.64

Pequeria/Grande 18.15  2.04E-05 0.003863  27.47 2.14-1460.77
oo, Infinito.

De la Tabla 3.12 se puede identificar que la mayoria de asociaciones son

estadisticamente significativas e influyen en los pardmetros de calidad de la leche; dando a

notar gracias al valor del odds ratio la probabilidad de encontrar la influencia de una

variable sobre la otra, aunque cabe recalcar que la produccion de leche no es un parametro

significativo para la alta presencia de bacterias.



CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Células somaticas

Los analisis de células soméaticas se han realizado tomando la muestra de cada uno
de los cuartos mamarios (1 251 000 cel/mL), de la mezcla entre ellos (679 000 cel./mL) y
del tanque de enfriamiento, encontrando que el incremento del conteo durante una IMI es
menor a nivel de ubres, por el efecto de la diluciéon; ya que generalmente una glandula
mamaria es considerada infectada con que solo uno de los cuartos este afectado (Timms et
al., 1986).

Debido a que en cada pais la normativa varia y a criterios dispersos para establecer
un rango adecuado, se han presentado datos como SCC< 400 000 cel./mL para productos
de buena calidad (Janosi & Baltay, 2004) y para muestras asociadas con mastitis bovina
mayores a 500 000 cel/mL (Fell et al., 2003); mientras que varias investigaciones con
conteos <100 000 cel/mL definen que los animales se encuentran sanos y con leche de
mejores caracteristicas (Pavel & Gavan, 2011; Bytygi et al., 2010; Hamann, 2002), y a
valores superiores pueden presentar IMI, mastitis subclinica o clinica, ya que Ilas
infecciones bacterianas hacen que estos valores asciendan hasta 1 000 000 cel./mL (Bytyqi
et al., 2010); recalcando en el presente estudio que el 20.78% podrian tener algin tipo de
afeccion, lo que implica que se deberia redefinir los parametros de calidad del pais, ya que
se encontrd6 un minimo de 4 000 cel/mL y maximos de 14 330 000 cel./mL, dato mas
elevado (5 385 000 cel./mL), que los reportados por Savadogo et al. (2004), de bovinos que
presentaban problemas de higiene y salud, dando a notar que nuestros valores son casi tres
veces mayores; aunque la media calculada estd dentro de lo establecido (<700 000
cel./mL), con 494 300 cel/mL, similar al promedio de Eslovenia de 499 200 cel/mL
(Rajcevic et al., 2003), mientras que en el UK se ha demostrado que mayor o igual a 200
000 cel/mL son susceptibles a presentar infecciones intramamarias (Dohoo & Meek,
1982).

Un criterio predominante para determinar la calidad de la leche se basa en el

conocimiento de los factores que permiten la variacion del conteo celular (Pavel & Gavan,
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2011), ya que existe una fuerte relacion entre el SCC y la composicién de la leche, lo que
explica que altos valores pueden influir sobre otros parametros (Quedraogo et al. 2008). El
porcentaje que sale fuera de la norma (53/409), esta influenciado estadisticamente por la
edad adulta de los animales (98.11%), debido a la presencia de mas infecciones
(Reichmuth, 1975), y a pesar que los bovinos estén libres de mastitis clinica, el pardmetro
aumenta con los afios y partos (Pavel & Gavan, 2011; Skrzypek et al., 2004),
encontrdndose que a la presencia de 7 o mas, estd fuera de la normativa en SCC,
incrementando el riesgo de presentar mastitis clinica (Green et al., 2002; Whist et al.,
2006), posiblemente debido a que a lo largo del tiempo se produce un problema en las
defensas naturales del pezdon o por una disminucion sistematica de la capacidad inmune
(Paganelli et al., 2006), representando un gran problema, ya que el flujo elevado de células
en la leche no sélo dafia el epitelio mamario sino que también disminuye la calidad (Singh
& Dang, 2002). Aunque la raza no resultd significativa, el 88.26% fueron Holstein y por

razones genéticas el conteo es mas bajo antes de los dos partos (Monardes & Hayes, 1985).

Otro factor que aumenta este pardmetro es la alimentacion diaria natural y
principalmente en haciendas pequefias (26.47%), que es donde se utiliza este tipo de dieta,
ya que en predios donde el SCC es alto, los ordefiadores no examinan las ubres de los
animales y poseen poco conocimiento de las précticas de higiene y calidad (Dang y Anand,
2007); probablemente por la manipulacion humana en estas haciendas; sin embargo en
sistemas de ordefio automéatico el conteo de células es més alto que en otros sistemas, por

los procedimientos de limpieza usados en el equipo (Klungel et al., 2000).

Aungue en muchos estudios se ha demostrado la correlacion entre SCC y otros
pardmetros como la produccion lechera (Rajcevic et al., 2003), y el ciclo de lactancia
(Sharma et al., 2011; Rainard & Riollet, 2006; Burvenich et al., 2003), en éste no fueron
representativos; mientras que los factores que influyen este parametro en la calidad de la
leche son: a) [edad adulta] / [joven] OD= 12.69; b) [muchos] y [medios] / [pocos partos]
0OD=19.1 y 4.8, respectivamente; aunque en otros reportes la probabilidad cambié (SCC>
199 000 cel/mL o mas, odds ratio =7.12) (Breen et al., 2009); c) [suplemento natural] /
[balanceado] OD=3.1; y d) [haciendas mediana] y [pequefia] / [grande] OD=2.3 y 3.1,

respectivamente.
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Se han realizado estudios para factores determinantes en la presencia de mastitis
clinica bovina, causada por dos patogenos E. coli y S. aureus, han sido el tratamiento de
desinfeccion, procesos de limpieza, raza del animal, porcentaje de vacas de baja produccion
y produccion lechera, ordefio mecénico, fuentes de agua, condiciones del establo,
respectivamente; en donde el tanque de enfriamiento tuvo un SCC< 150 000 cel./mL,
(Schukken et al., 1990).

4.2 Grasa

El porcentaje de grasa se encontré entre 0.26-10.33%, cuya media esta por debajo
de la normativa (1.781%, CV=76.7%), a diferencia de otros estudios donde el rango va
desde 3.82-5.12% en bovinos lecheros, analizados bajo diferentes sistemas de ordefio en la
India (Dang y Anand, 2007), y con diferentes estaciones del afio, un promedio de 4.16%,
CV de 18.75% (Rajcevi¢ et al., 2003).

El bajo contenido de grasa (84.84%), se relaciona cuando la produccion de los
animales es de 19-27 L/dia (38.62%), en haciendas grandes (90.49%) y con una
alimentacion enriquecida con balanceado (96.54%), que por lo general se da en estas
haciendas, tomando en cuenta que éste es un parametro muy sensible a los cambios en la
dieta (Pavel & Gavan, 2011), ya que tanto la composicion como el manejo nutricional en
los bovinos son los responsables de los cambios en el contenido de grasa y proteina en la
leche (Alvarez et al., 2009), siendo los principales factores, a) la fibra (Barbosa et al.,
2013), encontrada en el forraje, esencial para el funcionamiento normal del rumen de la
vaca y cuyo bajo nivel, deprime la formacion de acetato, lo que a su vez resulta en una
reduccion de la proporcion de lipido en la leche (2 a 2.5%) (Smith, 1962); y b) el porcentaje
de proteina suministrada (Barbosa et al., 2013), proporcionada por el balanceado, alto en
energia y/o proteinas. Ambos factores suministran el nivel nutricional adecuado para los

bovinos lecheros de alta produccion (Castro, 1984).

Los factores influyentes en el porcentaje de grasa dentro de la calidad de la leche
son: a) la [ausencia de abortos] / [presencia] OD=2.2; b) la [producciéon de leche alta] y

[mediana] / [baja] OD=32.7 y 4, respectivamente; c) la alimentacion basada en
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[balanceado] / [natural] OD=21.2; y d) [haciendas grandes] y [medianas] / [pequefias]
OD=182 y 16.9, respectivamente.

4.3 Proteina

Presentd una media de 3.31%, la cual estd sobre el rango establecido en el pais,
con un minimo de 1.52% y un maximo de 4.92%, similar a los datos obtenidos bajo
algunos sistemas de ordefio, que van de 3.02-3.99% (Dang y Anand, 2007) y la influencia
de diferentes condiciones climaticas, 3.41%, CV=12.02% (Rajc¢evi¢ et al., 2003), similar a
este estudio (CV=11.35%). Cannon (2003) demostro que el animal con menos de 2.8% o
mas de 3.5% de proteina tiene menor probabilidad de una inseminacion exitosa, debido a
que cuando existe alto contenido, los cuartos se encuentran infectados (Forsbédck et al.,
2010).

El porcentaje de proteina que sale fuera de norma, es decir que posee bajas
cantidades, es el 90.22%, y se presenta cuando los bovinos se encuentran en la etapa estable
(47.50%) por lo que constituye un factor de riesgo en la calidad de la leche; asi la [fase
estable de alta produccién] y [temprana] / [fase de descenso lento] un OD=3.5 y 1.2,
respectivamente, ya que la composicion de la leche de bovinos varia durante la lactancia y
se caracteriza por un incremento proporcional de sus componentes, mientras que la
produccidon disminuye, ya que tiene correspondencia con la disponibilidad de nutrientes y la
genética del animal, sin embargo las tasas de produccion mas altas se encuentran entre la
tercera y sexta lactancia, y se reduce sustancialmente a partir de los 8 afios, dependiendo
del inicio de su edad fértil (Alvarez et al., 2009). Ademéas, posiblemente debido a la
asociacion con las células soméaticas, que en etapas tempranas y tardias de lactancia, como
respuesta de la inmunidad innata del animal, se incrementan como mecanismo de defensa

de la glandula mamaria al tiempo de parto (Sharma et al., 2011).

4.4 Sélidos totales

La media es de 10.41%, la cual se encuentra fuera de la norma, con un minimo de
461% y un maximo de 18.34%; a pesar del efecto negativo de las infecciones

intramamarias en la composicion de la leche, el promedio es de 12.15%, de todas las
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muestras tanto infectadas como no infectadas (Barbosa et al., 2013), datos adecuados para

lo establecido en el Ecuador.

Dentro del parametro sdélidos totales se encuentran las grasas, proteinas,
carbohidratos y minerales, y segun este estudio el 78.24% de las muestras salen de los
pardmetros permitidos cuando los animales no han presentado abortos (90.63%),
conjuntamente con una produccion entre los 19-27 L/dia (39.06%), con el consumo de
balanceado (97.19%), y en haciendas grandes (90.25%). Los factores determinantes para
los ST son: a) [ausencia de abortos] / [presencia] OD=2.11; b) [produccion de leche alta] y
[mediana] / [baja] OD=8.6 y 3.4, respectivamente; debido a que los periodos de prefiez en
los bovinos se encuentran regulados por los niveles de hormonas producidas por los
estimulos recibidos y llevados al sistema nervioso, siendo las principales la progesterona y
la prolactina (Hill y Wyse, 2006; Alvarez et al., 2009), la primera reduce la sintesis de
leche mediante la inhibicién de la prolactina, pero disminuye parcialmente antes del parto y
en mayor cantidad después del mismo, con la salida de la placenta; mientras que la
concentracion de prolactina aumenta aproximadamente 24 horas antes del parto y se afecta
por el periodo de lactancia, siendo mas elevada alrededor de la octava semana, momento en
que la produccion es maxima. Estos procesos hormonales y principalmente la prolactina
produce cambios en la cantidad de solidos totales, pues disminuye los niveles de Sodio y
Cloro, aumenta la sintesis de proteina, lactosa y la secrecidn de grasas, ademas existen
cambios en el de transporte de inmunoglobulinas y otras proteinas no sintetizadas en la
glandula (Tamime, 2009); c) [balanceado] / [natural] OD=17.4; y d) [haciendas grandes] y
[medianas] / [pequefias] OD=92.6 y 15.5, respectivamente, ya que una buena alimentacion
en las primeras etapas de lactancia permite que exista niveles adecuados de grasa y
proteinas, porque los alimentos proveen al animal la energia para los procesos internos
(Tamime, 2009), es asi que la fibora mantiene principalmente los contenidos de grasa,
mientras que mayor y mejor alimentacion mantienen los niveles de proteina, porque existe
alta ingesta de energia, consumida por las bacterias del rumen para producirla (Tamime,
2009).

Ademas, el contenido de solidos totales se encuentra influenciado por el inicio de

la lactancia, ya que aumenta el metabolismo de las glandulas mamarias, paralelamente las
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enzimas aceleran los procesos de sintesis y la circulacion sanguinea se dirige a la ubre para
proporcionar los compuestos necesarios para la sintesis de leche (Urroz, 1991; Alvarez et
al., 2009), es asi que aproximadamente el 50% de los nutrientes se derivan de los
constituyentes del alimento como los éacidos grasos de cadena larga, mientras que el resto
son sintetizados por la glandula en las células alveolares (Hill y Wyse, 2006; Alvarez et al.,
2009) como proteinas, grasas de cadena corta y lactosa, y otros transportados desde el
plasma sanguineo directamente como las sales, inmunoglobulinas, agua y vitaminas (Smith,
1962). Las células alveolares que se van perdiendo durante la lactancia no wvuelven a
reemplazarse en la misma, por lo que influyen en la produccion de leche; a éstas llegan los
precursores de la sangre y nutrientes para transformarlos en componentes lacteos y
descargar la leche (Alvarez et al., 2009), con la cantidad de ST determinados por los

procesos fisiolégicos por los que pasa el animal.

Algunos resultados se pudieron observar elevados, posiblemente por el tiempo
desde el dltimo parto, ya que el calostro se acumula el momento del mismo y contiene gran
cantidad de proteinas, grasas, minerales, vitaminas e inmunoglobulinas para la proteccion
inmunoldgica de la cria, estos niveles se reducen rapidamente con el avance de las etapas
de lactancia (Urroz, 1991; Tamime, 2009; Alvarez et al., 2009), porque la permeabilidad de
las células secretoras para las inmunoglobulinas es alta durante la sintesis de calostro, pero

decrece rapidamente con el comienzo de la lactancia (Hill y Wyse, 2006).

4.5 Solidos no grasos

Presentan un promedio de 8.55% en un rango de 4.03-9.97%, que estan dentro de
la normativa del pais; dato menor a los resultados inflienciados por el efecto de las

infecciones intramamarias en la composicion de la leche, de 9.13% (Barbosa et al., 2013).

Los sdlidos no grasos (22.25%) tienden a salirse de la norma a edad adulta
(90.11%) con la presencia de 3 a 6 partos (30.09%), siendo éstos los factores influyentes en
la calidad de la leche con un OD=2.2 en la [edad adulta] / [joven]; y OD=2.8 y 2.1 para

[medios] y [muchos] / [pocos partos], respectivamente.
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4.6 Bacterias

La contaminacion bacteriana de la leche hace el producto no apto para el consumo
humano, ademas permite la diseminacién de algunas enfermedades como la brucelosis
(Sharma et al., 2011); en el estudio se encontrd un promedio de 135 400 UFC/mL, lo que
cumple con la normativa, un minimo de 140 UFC/mL y un maximo de 35 720 000
UFC/mL; probablemente debido al estado de salud de los animales y a la higiene de los

procesos de ordefio.

El 1.22% de las muestras presentan altas cantidades de bacterias, relacionandose a
producciones bajas (80%), con el consumo de alimentos naturales y en haciendas pequefas
(8.82%). Aungue en este estudio no hubo una asociacion significativa entre bacterias y la
edad de los bovinos, segun Burvenich et al. (2003), los animales adultos presentan mayor

UFC provocada por coliformes.

En el andlisis de los factores determinantes, encontramos el suplemento [natural] /
[balanceado] OD=2.4 y las [haciendas medianas] y [pequefias] / [grandes] OD=7.7 y 27.5,
respectivamente, ya que la dieta diaria puede constituir un peligro para los contaminantes
microbianos en la leche cruda, ya que sirve de wvehiculo de transmision de agentes
patdgenos causantes de infeccion en el ganado, ademas es una fuente importante de
esporas, lo que hace que el contenido microbiano aumente, por ende para la defensa del
animal, el nivel de células somaticas; siendo patégenos asociados con el alimento L.
monocytogenes, E. coli O157:H7 y Salmonella entérica, que producen varios niveles de
cambios en leche (Tamime, 2009), ademas existen bacterias psicrotrofas (especies de
Pseudomonas, Escherichia, Lactobacillus) que producen proteasas y lipasas termoestables,

lo que altera la composicion de la leche (Barbano et al., 2006).

Ademéds Estudios de Elmoslemany et al., (2009b) demostraron que la calidad
bacteriologica del tanque de enfriamiento esta influenciada por la alta alcalinidad del agua
(OD=12) y los malos tratamientos de limpieza (OD=5.3) asocidndose con alta cantidad de
bacterias; mientras que los bajos conteos estuvieron influenciados con alta temperatura de
los detergentes (OD=0.87) y wuso de aguas suaves (OD=0.11), recalcando la gran
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importancia de la higiene de las ubres y el proceso de lavado de los sistemas de ordefio en

las cualidades de la leche del tanque.

4.7 Andlisis de las variables

Muchos de los cambios en la composicion debido a altos SCC, ocurren por el dafio
de las células epiteliales, por una disminucion de la sintesis, incremento en la
permeabilidad vascular con el paso de inmunoglobulinas, proteinas del suero, minerales
como sodio y cloro, y un incremento en la actividad proteolitica (Sharif et al., 2008; Le
Roux et al., 2003; Schultz, 1977).

La medicion solo de las células somaticas no es un indicador suficiente de mastitis,
por lo que para su diagnéstico satisfactorio es necesaria una evaluacion combinada con el
contenido bacterioldgico (Janosi & Baltay, 2004), aunque se ha publicado que un valor alto
de SCC es el criterio para definir el estado de salud de la ubres (Holdaway, 1990). En este
estudio se obtuvo que las células se encuentran directamente relacionadas con los sélidos
no grasos, en contradiccion con lo reportado por Barbosa et al. (2013), segun lo cual existe
un efecto negativo, ya que cuando aumenta 100 000 cél/mL, los SNF disminuyen en un
0.02%.

El conteo de células sométicas esta inversamente relacionado con: a) el porcentaje
de lipidos, algunas investigaciones han reportado que altos SCC presentan bajos contenidos
de grasa y proteina (Sharma et al., 2011; Juozaitiene et al., 2006; Hamann, 2002; Klinkon
et al.,2000), mientras que Horlet & Seegers, (1998) calculan que por cada dos veces que
aumentan las células, la composicion de la leche varia con una disminucion de 0.20 g/kg y
un incremento de 0.15g/kg, respectivamente, debido a la habilidad de los PMN de degradar
los globulos de grasa (Sharma et al., 2011); Quédraogo et al. (2008), presentd los dos
pardmetros altos, en bovinos de raza Zebu; b) los sdlidos totales, sin embargo se ha
demostrado que aumentan proporcionalmente con SCC (Barbosa et al., 2013), y c) el
contenido microbiano, que en conjunto determinan el nivel de enzimas termo-resistentes en
la leche, ya que las bacterias psicrotroficas contribuyen a la cantidad de proteasas y lipasas
que son estables a la temperatura por lo que se mantienen después de la pasteurizacion

(Barbano et al., 2006); aunque siempre se comparan estos dos parametros, no siempre
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concuerdan (Pyoréla, 2003); en este estudio se correlacionan inversamente, siendo no
relevante si es mas o menos patdgena, se diferencian en cuanto elevan el contenido de
células somaticas (Djabri et al., 2002); sin embargo valores elevados de éste parametro no
son significativos si al momento de la examinacion no existe gran cantidad de bacterias,
pero su valor absoluto permite determinar la salud del animal (Janosi & Baltay, 2004),
ademas Rivas et al. (2001), bajo inoculacién bacteriana encontrd también que no existe
relacion, similar a otros autores que han reportado que a un incremento de SCC no existen

microorganismo (Miller et al., 1983).

El porcentaje de grasa es proporcional a los solidos totales e inverso a las
bacterias; las proteinas se relacionan linealmente a los ST y los solidos no grasos,
finalmente los solidos totales a las bacterias, sin embargo se ha demostrado que las IMI
causadas por todos los patdgenos estudiados reducen los ST en leche (Barbosa et al., 2013).
Ademéas se encontré que el contenido de grasa es alto, cuando la proteina y los solidos
totales también (Pavel & Gavan, 2011).

Cuando MRT resultd negativo, tanto SCC (66.04%) como los ST (84.69%) se
presentan fuera de la norma; debido a que la prueba identifica células del sistema

inmunitario (IgA, 1gG) sensibilizadas al antigeno de Brucella spp.

Existen grupos de variables que presentan mayor asociacion entre si, como se
observa en la Figura 3.1 del apartado resultados, probablemente a que los animales a edades
adultas presentan mayor numeros de partos, ademas generalmente en la zona la
alimentacion natural es comldn en haciendas medianas y pequefias, y algunos de los
parametros debido a estas variables estan fuera o dentro de la norma, como ya se menciono;
los parametros de calidad presentan asociaciones estadisticamente  significativas
permitiendo observar que el grupo 1. hace referencia a leche de mala calidad, mientras que

el grupo 3. leche de buena calidad.

4.8 Tangues de enfriamiento

Presentaron un promedio de SCC= 449 000 cel/mL, que esta dentro de la
normativa y un 16.67% fuera de ella, teniendo un valor maximo de 1 582 000 cel./mL,

mayor a los resultados encontrados (maximo= 400 000 cel./mL) por Barkema et al., (1998),
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en los cuales determinaron que la varianza de la incidencia de mastitis clinica en el rebafio
incrementa cuando disminuye el SCC en el tanque; tomando en cuenta que éeste parametro
es mayor a 200 000 cél/mL debido a altos conteos de células somaticas de un ndmero
menor de animales dentro del rebafio (Barbano et al., 2006). Ademas se calculd un
porcentaje medio de grasa de 3%, proteina 3%, solidos totales 12%, sélidos no grasos
8.47% vy bacterias 38 266 UFC/mL, encontrandose todos estos parametros dentro de la

normativa del pais.

La metodologia utilizada para la determinacién de los parametros fisico-quimicos
y microbiolégicos para la calidad de la leche, mediante los equipos Fossomatic FC,
MilkoScan FT+ y BactoScan FC ha sido rapida, y eficiente debido a su alta especificidad y
sensibilidad, 83 y 100%, respectivamente (Janosi & Baltay, 2003); aunque el costo ain es
muy elevado.

4.9 Prevalencia de Brucelosis

Se ha encontrado prevalencias variadas de brucelosis, determinadas a través de
diferentes pruebas diagndsticas, entre las cuales mediante cultivo en el Cantdon Mejia, el
15% (9/60) (Olmedo, 2010); segin MRT realizado en las  provincias
Carchi/lmbabura/Sucumbios el 16.48% (15/91) (lbarra, 2008); mientras que en este estudio
también por esta prueba se determind, 16.62% (67/403); la comparacion con el primer
estudio a pesar de que se realizaron en la misma zona, no es posible debido a diferencias en
la metodologia empleada; sin embargo, en el segundo, 15 muestras positivas a MRT fueron
comprobadas con otras pruebas como Rosa de Bengala, SAT-EDTA, miELISA, 12 de las
cuales fueron positivas en todos los diagndsticos; para confirmar la presencia de Brucella
spp., se realizd cultivo especifico Farrell, en el cual ninguna de las muestras tuvo
crecimiento, debido a que los animales no estaba excretando el patdgeno en leche; lo que
sugiere que el MRT da falsos resultados debido a que las muestras son recogidas poco
después del parto o en las Ultimas etapas de lactancia, son calostro o pertenecen a bovinos
con mastitis y por el factor de dilucion de la muestra (Rivera et al., 2003), es por ello que
esta metodologia es poco usada en la determinacion a nivel individual, por la baja
especificidad que presenta (Cadmus et al., 2008), aunque se haya calculado una

sensibilidad y especificidad de 46.11% y 94.92%, respectivamente (lbarra, 2008), que
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demuestran que la prevalencia real puede incrementarse y que no es muy sensible cuando la
leche presenta bajas concentraciones de inmunoglobulinas A 'y M 0 que posee bajas o

excesivas concentraciones de grasa (Patterson et al., 1976).

Del cultivo de las muestras positivas a MRT solo se pudo aislar E. coli y P.
vulgaris, a pesar que la prueba es rapida y de bajo costo (Cadmus et al., 2008), presenta
muchas reacciones cruzadas que han sido demostradas mediante aglutinacion, fijacion del
complemento y inmunodifusion, con Pasteurella multocida, Campilobacter, Salmonella
urbana, Yersinia enterolitica y E. coli, (Chukwu, 1987; Emmerzaal et al., 2002); ademas se
ha encontrado que la mastitis clinica causada por bacterias Gram-negativas como E. coli,
Klebsiella spp. o Pseudomonas spp., ocurre con mayor frecuencia en rebafios con un conteo
de células somaticas bajo en el tanque de enfriamiento (Barkema et al., 2006), siendo el

primero uno de los patdgenos mas aislados de leche bovina (Breen et al., 2009).



CAPITULO 5: CONCLUSIONES

e Al usar citometria de flujo y andlisis por infrarrojo se pudo evaluar los
pardmetros de calidad de la leche, de los resultados se observa que dentro de la Norma
INEN se encuentran el 87.04% SCC, 15.16% grasa, 90.22% proteina, 21.76% so6lidos
totales, 77.75% solidos no grasos y 98.77% bacterias.

e Al realizar las pruebas en las muestras de los tanques de enfriamiento se
encontré dentro de la Norma INEN el 83.34% SCC, 83.33% grasas, 91.67% proteina,
solidos totales, sélidos no grasos y 100% bacterias.

e El uso del MRT permiti6 calcular una prevalencia aparente de 16.62%
(67/403), que no se pudo confirmar mediante aislamiento, solo se identific6 mediante
pruebas bioguimicas E. coli y P. vulgaris.

e Los factores de riesgo que influyen en la calidad de la leche sobre los
parametros: a) células somaticas: edad, el nimero de partos, suplemento y tamafio de la
hacienda; b) porcentaje de grasa: produccion, suplemento y tamafio de la hacienda; c)
proteina: etapa de lactancia; d) solidos totales: presencia de abortos, produccion,
suplemento y tamafio de la hacienda; e) sdlidos no grasos: edad y ndmero de partos y
finalmente f) bacterias: suplemento y tamafo de hacienda.

e Mediante el analisis de correspondencia mdltiple se encontré cuatro grupos de
variables que presentaron mayor asociacion entre ellas, lo que permite observar factores

que pueden manipularse que se van a presentar juntos, determinando la calidad de la leche.



CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

e Realizar un estudio en las zonas lecheras de la sierra, costa y oriente,
aumentando el nimero de muestras, diferenciando a nivel de ubres, cuartos mamarios y
tanques de enfriamiento, para poder implementar programas de control de calidad y

enfermedades.

e Se recomienda analizar los actuales parametros de calidad, bajo los cuales se
rige el Ecuador, y establecer una legislacion para que los productos lacteos tengan mejores

estandares de calidad.

e Para confirmar la presencia de Brucella spp., se deben utilizar otras técnicas de

diagndstico de alta sensibilidad y especificidad.
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