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Resumen

La leche es la secrecion natural de las glandulas mamarias de los mamiferos, excluido el calostro; en la leche
de vaca debe cumplir con especificaciones para el consumidor obteniendo asi leche inocuay de calidad. Las
caracteristicas fisicoquimicas proporcionan informacién sobre la composicién de la leche, las caracteristicas
microbioldgicas una vision de la microbiota prevaleciendo microorganismos benéficos hasta patogénicos. La
mastitis es una infeccién que se origina en las glandulas secretoras de leche, su identificacion tiene relacion
directa al conteo de células sométicas en su mayoria leucocitos. En el presente estudio, se recolectaron tres
muestras de leche de diferentes ranchos de la ciudad de Irapuato, Guanajuato. Se realiz6 la prueba de
California para la identificacibn de mastitis, posteriormente a cada muestra se le efectué un perfil
fisicoquimico, un analisis microbiologico para bacterias mesdfilas aerobias, coliformes totales, mohos y
levaduras, siguiendo lo establecido por las normas oficiales mexicanas; e identificacion y conteo de células
somaticas bajo microscopio empleando el colorante azul de metileno. Para los resultados se aplicé un
procedimiento de modelo lineal general. La muestra uno presentd mayor crecimiento microbiano con respecto
a la muestra dos y tres, para el perfil fisicoquimico se obtuvieron diferencias significativas entre las tres
muestras; en las células somaticas se determiné que la muestra uno y dos provinieron de ubres sanas ya que
sus valores estan por debajo de 200,000 células/mL, mientras la muestra tres se encontré por debajo de
100,000 células/mL, esto representa que las vacas analizadas no presentan mastitis. Adicionalmente se
identificaron fuertes correlaciones entre las variables fisicoquimicas, microbioldgicas y de conteo de células
somaéticas en las muestras de leche analizadas.
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Introduccion

La leche de vaca es uno de los productos alimentarios de la cual se requiere una buena calidad, tanto en su
obtencion y procesamiento, pues de este se derivan mas subproductos y es considerada como un alimento
funcional, gracias a sus beneficios que genera en la nutricion y salud (CANILEC, 2011). Segun la Norma
Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010, se define como leche, a la secrecion natural de las glandulas
mamarias de las vacas sanas o de cualquier otra especie animal, excluido el calostro. La leche de vaca tiene
como componentes principales el agua, el cual representa del 82-82.5% de la leche, los sélidos no grasos
casi se aproximan al 9% (proteina, vitaminas, lactosa, minerales) y la grasa hasta un 3.4% (Agudelo y Bedoya,
2005). La leche debe de cumplir con disposiciones y requisitos establecidos necesarios para la seguridad de
los consumidores. La Norma Oficial Mexicana NOM-155-SCFI-2012, estipula determinaciones fisicoquimicas,
tales como proteina, sélidos no grasos, densidad, punto crioscépico, lactosa, grasa y pH; las cuales son de
importancia para asegurar la calidad de la composicion de la leche. La leche cuenta con una microbiota
diversa, debido a su composicion, donde se logran identificar microorganismos beneficiosos (bacterias
lacticas) y patogénicos, estos ultimos siendo los causantes de muchas infecciones al consumir leche
contaminada. De esta manera se han ido generando restricciones y especificaciones. Dentro de la Norma
Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010, se encuentran regulaciones sobre la carga microbiana que debe
cumplir la leche, como el recuento y la ausencia de microorganismos.
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Uno de los problemas mas comunes en la contaminacion y pérdida de calidad nutricional y de inocuidad de
la leche es debido a la mastitis, la cual es una enfermedad de las glandulas mamarias de ganado productor
de leche. Se deriva del término mast = mama; itis = inflamacion, esta enfermedad depende de ciertos factores,
como la naturaleza del patégeno causante, salud inmunolégica, estado de lactancia, la edad y raza. La
identificacion de la mastitis es posible mediante pruebas fisicoquimicas y microbiolégicas, una de las mas
faciles y rapidas es la Prueba de mastitis de California o mediante pruebas de pH (Viguier et. al, 2009). La
identificacion de mastitis por medio del conteo de células somaticas en la leche, en su mayoria son leucocitos
(neutrdfilos), los cuales pueden aumentar segin la gravedad de una infeccién del ganado lechero; estas
células son utilizadas como indicador, dado que contribuyen a combatir la enfermedad y reparar tejidos
dafados (Alhussien y Dang, 2018). El generar los analisis adecuados en leche, garantiza la seguridad de
consumirla, por lo que, el presente estudio relaciona los perfiles de diferentes leches bovinas, mediante la
determinacion de su analisis fisicoquimico, carga microbiolégica y conteo de células somaticas para
establecer una correlacion entre dichas variables.

Metodologia

Se recolectaron muestras de leche de vacas (Bos Taurus) raza Holstein, de diferentes ranchos de la ciudad
de Irapuato, Guanajuato, que se sometieron a andlisis fisicoquimicos, microbiolégicos y de determinacion
indirecta de mastitis por medio de Conteo de células soméaticas y prueba de California.

Anadlisis fisicoquimico.

Se realizd el analisis fisicoquimico de cada muestra de leche de vaca, con el equipo Lactoscan SA-50
(Bulgaria), determinado las variables siguientes: grasa, s6lidos no grasos (SNG), densidad, lactosa, solidos,
proteina, soélidos totales, agua afiadida, punto de congelacion, conductividad y pH. Todos estos parametros
se determinaron por triplicado.

Anélisis microbiolégico.

Los analisis microbiolégicos se efectuaron conforme las normas oficiales mexicanas siguientes: la NOM-110-
SSA1-1994, para la preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su andlisis microbiolégico; la NOM-
092-SSA1-1994, para conteo de bacterias mesdfilas aerobias en placa; la NOM-111-SSA1-1994, para
cuantificacion de mohos y levaduras en alimentos; y la NOM-113-SSA1-1994, para cuantificacion de bacterias
coliformes totales. Se esteriliz6 el material, el cual se dispuso en la campana de flujo laminar, que
anticipadamente se desinfecté con solucién de alcohol (70%) y luz ultravioleta para eliminar riesgos de
contaminacion. Se hicieron diluciones seriadas de cada una de las muestras de leche en el buffer de fosfato
de 1:10 hasta 1:100,000, los cuales se inocularon por triplicado a los agares rojo violeta bilis, papa dextrosa
y métodos cuenta estandar y posteriormente fueron incubados, las bacterias a 36 °C por 48 horas y los
hongos a 25 °C durante 5 dias, después se efectuo el conteo de unidades formadoras de colonias y con esto
se estipuld la concentracion de cada grupo de microorganismos en las respectivas muestras de leche.

Conteo de Células somaticas.

Las muestras se diluyeron 1 a 1.25 con el colorante de azul de metileno, una vez mezclado se colocaron
30pL en el portaobjetos para su posterior recuento en el microscopio Leica DM500, con el objetivo de 40x,
segun la metodologia de Caggiano et al., (2017). Adicionalmente se realizaron conteos con el colorante de
Turck y con Camara de Neubauer acorde a Zajac et al., (2019).

Prueba California.

Se realiz6 la prueba California para determinar mastitis, en dicho proceso se ordefia a la vaca, procurando
que la leche procedente de cada cuarto se contenga en el espacio correspondiente en la paleta, ya en la
paleta se deposito el reactivo California (parpura de Bromocresol) en igual medida a la leche (5 ml, dilucion
1:1), se mezclé en movimientos circulares por 20 segundos, donde; negativo: no hay espesamiento en la
muestra, traza (posible infeccion): ligero espesamiento en la muestra, la reaccion traza parece desvanecerse
con el movimiento, posicién (infeccién evidente): inmediato espesamiento con formacién de gel que
permanece aun si se realiza movimiento en la muestra (Perrin et al., 1997).
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Analisis estadistico.

Con el software SAS (2006), se utilizd el procedimiento GLM (Modelo lineal general) y un andlisis de
diferencias de medias por el método de Tukey, para cada una de las variables analizadas. Adicionalmente se
realiz6 una correlacion de Pearson entre las variables fisicoquimicas, microbioldgicas y de células somaticas
con el procedimiento CORR.

Resultados
Andlisis Fisicoquimico

Se obtuvieron diferencias significativas entre las tres muestras analizadas (Tabla 1), en los parametros de
grasa, SNG, densidad, lactosa, proteina, sdlidos totales y pH. Cabe resaltar que en el agua adicionada se
pudo notar que la muestra dos estaba adulterada, esto se puede mostrar claramente en la disminucién del
punto de congelaciéon de la misma, ya que, el valor presentado, no coincide con los rangos marcados de
acuerdo con la NOM-155-SCFI-2012 (valor del punto de congelacion °C por debajo de -0.515 y -0.536).

Tabla 1. Parémetros fisicoquimicos en muestras de leche cruda de vaca.

Variable Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
0.75 +0.00° 1.67 £ 0.108 2.67+0.10%
Grasa
. 9.82 + 0.00* 7.59 +0.01°¢ 8.75+0.038
Sdlidos no grasos

36.47 + 0.03* 27.27 + 0.09¢ 30.79 + 0.198

Densidad
5.40 + 0.00* 417 +£0.01¢ 4.81+0.018

Lactosa
. 3.61+0.00* 2.78 £ 0.00° 3.20+0.018

Proteina
Sdlidos totales 10.57 + 0.008 9.26 +0.11¢ 11.43 £ 0.077
Agua adicionada 0.00 + 0.008 9.80 +0.19* 0.00 + 0.008
Punto de congelacién -0.61 + 0.00¢ -0.46 + 0.00* -0.55 + 0.008
pH 6.81+0.024 6.50 + 0.00°¢ 6.66 + 0.008
Conductividad 4.81+0.01° 4.62+0.10% 3.84+0.108

Analisis Microbiolégico

Para las evaluaciones microbiolégicas, se presentaron diferencias significativas entre las tres muestras
analizadas, especificamente para la cuantificacion de hongos (Gréfica 1), en las muestras dos y tres la
concentracion se presentd baja con respecto a la muestra uno, que tiene una poblacién estadisticamente
mas alta. No obstante, al comparar con la NOM-243-SSA1-2010, marca un limite de 500 UFC/g 6 mL para
guesos frescos y/o madurados (ya que no existe marcado limite para hongos en leche) y en este sentido
ninguno de las tres muestras analizadas cumplirian dicho parametro de calidad.
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Grdfica 1. Concentracion de hongos dada en unidades formadoras de colonia por mililitro de leche. Los valores corresponden al promedio y desviacién
estdndar. *¢ literales diferentes indican diferencias significativas entre muestras de leche (p<0.05).

Relativo a la cuantificacion de las bacterias coliformes totales, también se identificaron diferencias
significativas entre las tres muestras analizadas (Grafica 2), siendo més elevado el conteo en la muestra uno.
Adicionalmente, cabe mencionar que la NOM-243-SSA1-2010, marca un limite de <10 UFC/mL en leche
pasteurizada (ya que no existe indicacion en la norma para leche cruda), con respecto a las tres muestras
analizadas, ninguna de ellas cumple con este parametro.
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Grafica 2. Concentracion de bacterias coliformes totales, dadas en unidades formadoras de colonia por mililitro de leche. Los valores corresponden al
promedio y desviacion estdndar. *E literales diferentes indican diferencias significativas entre muestras de leche (p<0.05).
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Con respecto a la cuantificaciéon de bacterias mesdfilas aerobias, no se identificaron diferencias significativas
entre las muestras de leche (Grafica 3). Adicionalmente acorde al PROY-NMX-F-700-COFOCALEC-2019,
las tres muestras analizadas fueron catalogadas bajo la Clase 1 (menos de 100 000 UFC/mL), de cuatro
Clases totales (Clase 2 de 101 000 a 300 000 UFC/mL, Clase 3 de 301 000 a 599 000 UFC/mL y Clase 4 de
600 000 a 1 200 000 UFC/mL) en la escala de especificaciones sanitarias para leche cruda de vaca.
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Grafica 3: Concentracion de bacterias mesdfilas aerobias, dadas en unidades formadoras de colonia por mililitro de leche. Los valores corresponden
al promedio y desviacion estdndar. Sin diferencias significativas entre muestras de leche (p>0.05).

Conteo de Células Somaticas

Acorde a la determinacion de células somaticas en las muestras de leche (Figura 1), se presentaron
diferencias significativas entre las muestras analizadas (Tabla 2). No obstante, de acuerdo con los resultados
presentados, se puede decir que todas las muestras provienen de ubres sanas, ya que sus valores estan por
debajo de las 200,000 células/mL (Villalobos et al., 2006); destacando que la muestra tres, tiene una
concentracion menor a 100,000 células/mL, esto a su vez, puede representar que el animal (vaca), se
encuentre en su primera lactancia de acuerdo con la cita revisada (Mora et al., 2016).

A
s

Figura 1. Célula Somadtica tenida con reactivo Turck, que se visualizé en el microscopio dptico.
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Tabla 2. Conteo de células somaticas en leche cruda de vaca.

Numero de muestra

Células somaticas obtenidas

(Células/mL)
Muestra 1 19875 + 3535.534
Muestra 2 11250 +530.33"8
Muestra 3 4750 + 353.558

Rangos de acuerdo con Villalobos et

al., 2006.

Ubres sanas
<200 000 células/ mL

Rechazo de la leche
>450 000 células/mL

Ubres sanas
<200 000 células/ mL

Rechazo de la leche
>450 000 células/mL

Ubres sanas
<200 000 células/ mL

Rechazo de la leche
>450 000 células/mL

Los valores corresponden al promedio y desviacién estdndar. *Eliterales diferentes indican diferencias significativas entre muestras de leche (p<0.05).

Prueba de california

Esta determinacion se realizé solamente en una muestra de leche adicional, ya que de los ranchos
monitoreados no se consiguié autorizacién para ordefiar directamente las vacas, por tanto, estos resultados
no se correlacionaron con las demas variables determinadas en este estudio. Con respecto a la inica muestra
analizada (Figura 2), se observo la presencia de coagulos viscosos en el cuarto anterior izquierdo, dando
positivo a mastitis (Tabla 3). Sin embargo, con respecto a la evaluacion visual de las ubres de la vaca, no se
observo ninguna anomalia, por tanto, se sugiere una mastitis subclinica, la cual para ser confirmada se tiene
gue apoyar del uso de técnicas de laboratorio como la medicién de conteo de células somaticas y el cultivo
microbiolégico que son necesarias para detectar inflamacion e infeccién (Bedolla et al., 2008).

Figura 2. Prueba de California en leche bronca de vaca, la segunda se muestra positiva a mastitis.
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Tabla 3. Prueba de California para identificacion de mastitis en leche cruda de vaca.

Glandula Posicion Resultados Interpretacion Instrucciones de
mamaria interpretacion
(Cuarto)

1 Anterior Derecho Sin determinar Sin determinar Ausente de

coagulos o gel

)

2 Anterior Izquierdo (++) Coagulos viscosos Coagulos
adheridos a las

paredes
)

3 Posterior (-) Ausentes de coagulos Coagulos

Derecho o gel Viscosos
(++)

4 Posterior (-) Ausentes de coagulos Gel espeso

Izquierdo ogel (++)

Correlacién de Pearson

De la correlacién entre variables fisicoquimicas, microbiologicas y de células sométicas en las muestras de
leche cruda de vaca, se encontraron fuertes relaciones tanto directamente como inversamente
proporcionales, en la mayoria de las variables analizadas; en la Tabla 4, se muestran todas ellas y se resalta
con negritas las que fueron mayor al 0.75 y significativas (p<0.05), de las cuales, se pueden destacar la alta
correlacion inversamente proporcional (de -0.87 a -0.99), entre el punto de congelacién (PCO) y agua
adicionada (ADD) con los diferentes sélidos no grasos de la leche (SNG). Asi como, la fuerte correlacion
directa entre las células sométicas (CES) con las variables de conductividad de la leche (CON), la presencia
de hongos (HON) y bacterias coliformes totales (BCT) (0.88, 0.83 a 0.89 respectivamente). Adicionalmente,
que en los tres tipos de microorganismos cuantificados (HON, BCT y BMA) se establecen correlaciones
directas (todas mayores al 0.82), con los soélidos no grasos de la leche, tanto los globales (SNG), como los
desglosados, es decir, densidad (DEN), lactosa (LAC) y proteina (PRO), lo cual, establece que a mayor
presencia de estos nutrientes existe un mayor crecimiento microbiano. Asi también, se observé una alta
correlacion inversamente proporcional entre el porcentaje de grasa (GRA) de la leche con la presencia de
hongos (HON) (-0.84) y bacterias coliformes totales (BCT) (-0.84). Dichas observaciones coinciden con lo
referido en el PROY-NMX-F-700-COFOCALEC-2019, donde se indica que las caracteristicas fisicoquimicas
y de composicion de la leche ofrecen el sustrato adecuado para el crecimiento de microorganismos diversos
en los cuales pueden incluirse los patégenos.

Tabla 4. Correlaciones de Pearson entre variables fisicoquimicas, microbioldgicas y de células sométicas de leche
bronca de vaca.

GRA | SNG | DEN LAC PRO ST ADD PCO pH CON HON BCT BMA CES

GRA - -0.45 | -0.59 -0.46 -0.47 | 0.41 | -0.02 0.40 -0.46 -0.93 -0.84 -0.84 -0.42 -0.97
SNG - 0.98 0.99 0.99 0.61 | -0.87 -0.99 0.99 0.16 0.82 0.85 0.94 0.53
DEN - 0.98 0.99 0.48 | -0.79 -0.97 0.98 0.31 0.89 0.92 0.92 0.66
LAC --- 0.99 0.61 | -0.87 -0.99 0.99 0.17 0.82 0.85 0.94 0.54
PRO - 0.60 | -0.86 -0.99 0.99 0.18 0.83 0.86 0.94 0.55
ST - -0.91 -0.66 0.60 -0.65 0.09 0.12 0.58 -0.30
ADD - 0.94 -0.86 0.32 -0.46 -0.50 -0.83 -0.07
PCO - -0.99 -0.10 -0.79 -0.82 -0.94 -0.48
pH - 0.17 0.84 0.85 0.93 0.53
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CON 064 | 063 | 016 | 088

HON 096 | 076 | 083

BCT 079 | 0.89

BMA 0.48

CES

GRA: grasa, SNG: sélidos no grasos, DEN: densidad, LAC: lactosa, PRO: proteina, ST: sélidos totales, ADD: agua adicionada, PCO: punto
de congelacion, pH: potencial de hidrégeno, CON: conductividad, HON: hongos, BCT: bacterias coliformes totales, BMA: bacterias mesdéfilas
aerobias, CES: células somaticas. Las correlaciones marcadas con negritas cumplen con el nivel de significancia (p<0.05).

Conclusion

Del analisis de las muestras de leche cruda analizadas en el presente estudio se puede concluir que
establecieron diferencias significativas entre ellas con respecto a los parametros fisicoquimicos,
microbioldgicos y de conteo de células somaticas, resaltando que referente a la cuantificacion de hongos y
bacterias se presentaron muy elevados con respecto a los limites establecidos en las normas oficiales
mexicanas correspondientes. Asi también, se identificaron altas correlaciones tanto directa como
indirectamente proporcionales (mayores a 0.75) entre las variables fisicoquimicas, microbioldgicas y de
conteo de células sométicas en las muestras de leche analizadas.
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