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INCUBACION DE LA LECHE Y COMPARACION DE DOS MUESTREOS 
EN EL DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA MASTITIS. a 

LAURA E. ZAPATA SALINAS b 
MARCELO PEREZ DOMINGUEZ C 

RESUMEN 

Se tomaro~ muestras esteriles ~e 38 vacas en dos 

dias consecutivos. Se realize el analisis bacterio
100ico y se les aplico el conteo de celulas som,hicas 
por microscopia directa. EI porcentaje de cuartos 
individuales que resultaron no infectados en mues
tras incubadas y no incubadas fue del 34% y 29%. 
En muestras incubadas, se obtuvo 32% de no infec
tadas y 42% en las no incubadas. Para cuartos indi
viduales se d~tectaron 66% {sin incubarl y 71% (in
cubadas), de muestras /nfectadas. En muestras 
compuestas los porcentajes de infeccl6n en mues
tras sin Incubar fueron de un 58% e incubadas del 
68%. Se concluye que las leches se deben incubar 
antes, pues en el anallsis bacteriol6g/co existe una 
mayor recuperaclon de microorganismos diferen
tes a Streptococcus y que afectan a la glandula ma
maria. Para Streptococcus agafatiae no hubo di
ferencias entre el tipo y numero de muestras ana
lizadas, la incubacion antes de la slembra no tuvo 
ningun efecto en el aislamiento y por 10 tanto. su 
diagnostico es confiable sl se aisla de una muestra 
compuesta reden tomada. 

La industria lechera en Mexico ha 
padecido, a 10 largo de su desarrollo 
historico, un gran numero de proble
mas producto de su deficiente organi
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zaClon, y ha provocado un escaso de
sarrollo y una inadecuada vinculacion 
con respecto a las necesidades reales 
del pais. EI Plan Nacional de Desarro
llo 1983-198S6, en atention a esta 
problematica impulsara entre otras 
actiones la prodtictividad y la moder
nization de la produccion pecuaria, 
mediante las campanas zoosanitarias 
y de interes epidemiologico. 

Uno de los problemas mas impor
tantes que enfrenta esta industria, es 
la presencia de mastitis en los hatos le
cheros causante de cuantiosas perdidas 
economicas calculadas en siete mil mi· 
lIones de pesos anuales6 .1O. Estas in
fecciones tienen su origen cuando los 
microorganismos (virus, micoplasmas 
Y bacterias) invaden la glandula mama
ria. Otro posible origen es uso equivo
cado 0 indiscriminado de antibi6ticos 
que propiCian la aparici6n de agentes 

pat6genos resistentes a estos. Por 10 
antes descrito y para evitar 0 dismi
nu ir las perdidas econ6micas provoca
das por la mastitis, ,as necesario un 
diagn6stico eficaz, preciso y oportuno 
de la misma, sobre todo en los casos 



de presentacion subcl (nica donde se 
utilizan las pruebas de California, 
Wisconsin y conteo de ctHulas som"ti
cas en la leche8 



En la actualidad existen contro

versias entre los criterios a seguir para 
determinar cuctndo una gl"ndula ma-
maria esta infectada; estas divergencias 
existen tanto en los procedimientos de 
muestreo como en el diagn6stico bac
teriol6gico. Por un lado, algunos au
tores sugieren que el amllisis bacterio
16gico de una sola muestra de leche es 
suficiente para establecer el estado in
fectivo de la glandula mamaria4, mien
tras que otros opinan que el aislamien
to de la misma bacteria, en dos mues
treos consecutivos, es indispensable 
para considerarla infectada7 . EI anali
sis basado en una sola muestra de le
che de los cuatro cuartosS. se contra-
pone con el anal isis con muestras in
dividuales de cada glandula mamaria. 

Otros autores mencionan que hay 
mas posibilidad de contaminar las 
muestras en pruebas individuales cuan
do se toma una sola muestra de leche. 

Por el contrario, cuando el numero de 
bacterias infectantes sea tan baja en
tonces la leche de esa muestra, al mez
clarse con la de los otros cuartos, se 
diluira y disminuira as! la posibilidad 
de detectar a las bacterias 1. 

Existen tam bien diferentes opinio
nes en cuanto a la conveniencia de in
cubar 0 no las muestras de leche an
tes de sembrarlas. Algunos autores di
ceil que las muestras deben conservar

se frfas 0 sembrarse en un lapso no ma
yor de 24 hI, 3. Otros sugieren incubar 
las muestras a 370 C antes de sembrar
se, esto permite el crecimiento de las 

bacterias, pues incrementa las posibili
dades de ser identificadas 8. 

EI objetivo es determinar cuill de 
los metodos descritos es mas eficaz 
para detectar los agentes etiologicos 
infectantes de la glandula mamaria en 
los hatos lecheros. 

Se identificara el organismo infecti
vo (0 infectante), bajo las siguientes 
condiciones: a) Con un solo muestreo 
de leche de los cuatro cuartos (mues
tra compuesta), b) Con dos muestreos 
de leche (uno cada 24 h) de los cuatro 
cuartos (muestra compuesta), c) Con 
un muestreo individual de cada cuar
to, d) Con dos muestreos (uno cada 
24 h) individuales de cada cuarto, e) 
Comparacion cuantitativa de la iden
tificacion de bacterias en muestras de 

leche no incubadas e incubadas, f) Se 
relacionara el contenido celular soma
tico de la leche con el estado infectivo 
basado en los criterios arriba mencio
nados. 

Se muestrearon 176 vacas en dos 
hatos, uno en Texcoco, Edo. de Mexi
co y el otro en Tula, Hgo. Las mues
tras de leche fueron tomadas en la or
dena vespertina. Se realizo el enjuaga
do y secado perfecto de la ubre. EI 
mealo del pezon se desinfecto con al
cohol al 70%. EI ordeno y toma de 
las muestras se hizo de acuerdo a las 
normas recomendadas por el National 
Masti tis Council 1 

. 
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Se obtuvieron muestras individuales recto por medio de la tinci6n de Broad
de leche de cada cuarto y tambien una hurst 2 • Se hizo el analisis estadlstico 
muestra compuesta (de loscuatrocuar- por medio de un modelo de efectos 
tos). Los muestreos se realizaron dos fijos, y los parametros analizados fue
d(as seguidos. Se obtuvieron los pri- ron: incubaci6n, ubre y muestreo y 

meros chorros de leche en tubos este- la doble y triple interacci6n entre ellos, 
riles con tap6n de rosca y se colocaron sobre la respuesta de infecci6n (positi 
en cajas termicas de poliuretano con va, negativa). 
hielo. De inmediato se transportaron .,. . 
al laboratorio y se conservaron en re- Tamblen se hlzo la pruebadevanan
frigeracion (40 C). AI dla siguiente se za 

9
. EI numero de celulas somaticas 

sembraron en agar sangre y se incuba- fueron transformadas a su logaritmo 
ron las leches a 370 C durante 4 h para natural y se correlacionaron con la in

fecci6n de la glandula mamaria.resembrarse de nuevo en el agar. 

Los resultados en el Cuadro 1 preLos criterios para considerar una 
sentan el porcentaje de infeccion basavaca infectada fueron los establecidos 
do en uno y dos muestreos incubados en los objetivos y la identificaci6n del 
y sin incubar de la glandula mamaria genero y especie de las bacterias se 
en general y de muestras por cuarto, hizo de acuerdo a 10 establecido por 
en donde muestras sin incubar, de unel National Mastitis Council l • 

muestreo, sin infecci6n de cuartos in
A todas las muestras de leche se les dividuales obtuvo un 44%; en muestras 

realiz6 un conteo celular somatico di-' compuestas un 29%. En el caso de dos 

cc.;nRO I.- PORCZNTAJE DE II~ECC!ON BASADO EN OIFE~~~Z5 CRITERI05* 

MUES':'!!AS SIll INCCBAR I MUEST!!AS INCCBAD.\S I
I UN l1UES~REO I DOS MUES1'!'.EOS UN MOESTREO I DOS MU!:STRE09 

ES1'AOO IlIFEC1'IVO c.r. I M. C. C. I

• I ~ • 
,,0 INFECCICN r4 (67) 29 Ill) 59 (90) 

Streotccoccus adal~c~iae!6(25) n(12) 12 (19) 

Staohv!.ococC"..lS spp 4 ( 6) 10 ( 4 ) 3( 4) 

!Corynebactan= ~ 31(47) H( S) 26(39) 

;Co::;"":1eba-t:~riurn spp -- -- --
dic!"ococc~s spp 2 ( 3 ) 5 ( 2) --
Bac:'ll.'.,ls spp 1( 1) 3( 1) --
G - 1 ( 1) -- --
Lactobacill'..ls opt' -- -- --
!..evaciuras 1 ( 21 -- --

! 

TOT A L 100(152) I 100(39) I 100(152) 

'*1 Y :z ~~ S~ IN"..'""••i'E.AR E L~Cr.:EADAS 

I 
i 

i 

;>t. <... C. I. M. C. C. I- I ~. c. i, I • • ~ I , 
42(16) 32 (~9) 101 4) 51(77) 31(12) 

29(11) 16 (25) 32 (12) 15 (23) 29(11) 

S ( 2) 6110J 10 ( ~ ) 3! 4) 5 ( 2) 

21 ( 5J JJ(51) 26(10) 30 (40) 
2:~~1)1-- 1 ( 1) -- --

3 ( 1) 4 ( 6) 5 ( 2) -- 3 ( 1) 

-- 1 ( 1) 3 ( 1) -- --
-- 5 ( 9) 10 ( 4) 1 ( 2) --
-- -- J( 1) 

I 
-- 3 ( 1) 

-- l( 1) -- -- -- I 
I !:00(38 ) 99(152) 99(38) 11~O(l:2q :00(38)!
I 

I 
C.. I .. := cuarw ir.d.ivlflual := r:ue!it:!"a de cada gll..-.:!ula .:namarl.a 
,i·l..C. ::I l.tJestra c:J'!'1PUeSta x mues=a de !.a.::;: "' gl.1rriulas 
(j .: NCmaro de rrCest.r3.S. 
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CUADRO II.- PRO;·!EDIO DE CELULAS SO;1.!\.T1CAS AL COAPARAR !1UESTRAS SIN INCUBAR EN UNO '{ 

DOS MUESTREOS. 

M U E S T R A 5 S I N 

UN HUI:STREO 

C. I. 


EST.ll,DO INFEC'!'rrO , X C~ls Scm. 

l 

NO I:l£"ECC!ON I1-
723,076 ( 9.77) 

St!'e9tococC'us agalactiae 25,910,329(15.92) 

Sta(?hyloccccus spp 

Corvnebacteri~~ ~ 

corynebact2rium spp 

!·licrococcus spp 

Bacillus spp 
/ 

G

350,317 (12.23 

432,527(11.53) 

86,303(10.77) 

55,302 (10. 92) 

O( 0 ) 

1'1. , . 
i< clHs 50".\. 

19,913 (11. 02i 

19,538,399(15.34) 

199,939 (12. 06) 

189,506(10.17) 

79,053 (10. 83) 

7,130,364 (15.77) 

:~ CHs. Som~ 

1,91l.462 (10.53) 

26,618,021 (15.72) 

455,722 (12.43) 

280,934 (11. 43) 

I N 	C U BAR 

DOS MUESTREOS 

C. I .. I :L C. 

x C~ls. Scm. 

539,232 (10.65) 

21,144,373 (15. 96) 

190,659(11.96) 

374,343 (ll. 97) 

2ga, 314 (12. 57) 

Lactobacillus spp -- 
Levadur.a 162,758 (11.77)I 
X ~15. San. - Pr\::r.ledio de ~lulas sanat1:::as 

(In) - Locar!t;ro natural. 
C.~. Y !1.C. - 19Wu cuadro I 

CUAORO III. - 1'RO:1E010 DE CELULAS SCMATICAS AL CO!!PAP.AR MUESTRAS INCUBADAS EN UNO '{ 
DOS MUESTREOS. 

M U EST I'. A S I N C U BAD A S 

UN !1UESTREO DOS l1UESl'RECS 

I 

I 
'I. C. I C. r.C. r. a. C. 

ES':'ADC INFEC':'IVO xellis. San. x ~ls. eon.x~ls. Scm. l< ~ls. San. 

NO rNFECCrON 946, ;49( 9.50) 37,201(10.47) 1,760,333 (10. 30) 666,275(1.34) 

Streoto.coccus aaalactiae .22,960,588 (15.73) 19,538,899 (15. 33) 21,372,S39(lS.62} 21,144,373 (15. 96) 

StapiwlocoCCllS spp I 245,532(11.7;) 181,358(11.95) 455,722 (12. 43) 190,659(1l.96} 

Corvnebac'teriu.'lt bov1s 1,854,765 (11.71) 158,107 (10.60; 1,995,715(11.41) 328,051(12.02) 

Cor'lM,bacter i,:Jm spp 37,201(10.52) 

:·1icr?CCCCUS spp 158,~07(10.85) 223,206 (12. 23) IS8, 314 (12.57) 

Bacillus Sp? 55,802(10.92) 7,130,364 (15. 77) 

G  41,851 ( 8.03) 18,600 ( 5.26) --'- 90,679(10.73) 

!:",.,,,,,b,,,·i11:Js spp IS,600( 9.83) 1a,600( 9.83) 

Levad;1ra 260,413 (12. 47) l -- 

X ~ls. san. = Prcrre:iio de c!!lulas s=.ati:::as. 
C,,,) = Iogar1= nat'.:ral 

C. I- Y 1I. C. = 19uai cuad.."'C I 
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CUADRO IV. - INCUBAC ION • 

. 1 NO 
SI 

f4UESTREO U 13 R E U B R E PROP. 

INDIVIDUAL COMPLETA PROP INDIVIDUAL C0I1PLE'rA PROP 

.4408 .2895 .4105 .3224 .1053 .27891 
(152 ) ( 38) (190) (152) ( 38) (190) . 

-_. 
.5921 .4211 .5579 .5066 .3158 .46842 
( (52) ( 38) (190) (152) ( 38) (190) 

.5164 .3553 .4842 .4145 .2105 .3737PROP. 
(309) ( 76) (380)(304) ( 76) (380 ) 

CUADRO '1.- ANALISIS DE VARIANZA. 

.344 

(380) 

.5132 

(380) _ ... 
.4289 

(260) 

ORIGEN DE LA VARIANZA gl, e.m. 

Incubaei6n (I) 1 2.3211** 

Ubre (lJ ) 1 4.0530** 

I x U 1 0.0555 

Hues teeD (~I) 1 5.3395** 

I X ~1 1 0.0841 

U X [·1 1 0.0003 

I X U X M 1 0.01G2 

Error 752 0.023 

**Signifieativo P<: .01 

gl.= grados de libertad. 

c.m.=cuadrados medios. 


muestras sin incubar de cuartos indivi- mo fue el caso de: Corynebacterium 
duales y sin infeccion fue de un 59% bovis en un 31 % de muestras sin incu 
y en muestras compuestas 42%. En bar y de un muestreo de cuartos indio 
donde se incubaron las muestras par viduales; de muestreos sin incubar de 
4 h can un muestreo sin infeccion se muestras compuestas se aisl6 en un 
tiene un 32% yen muestras compues- 21 %, de dos muestreos sin incubar de 
tas un 10% sin infeccion; can dos mues- cuartos individuales 26% y de mues· 
tras de cuartos individuales tenemos tras compuestas de dos muestreos sin 
un 51% sin infeccion y en muestras incubar un 21%. Para las muestras in
compuestas un 31 % sin infeccion. cubadas par 4 h se aislo de un mues

treo 33% de cuartos individuales; de 
un muestreo de los cuatro cuartos 

EI mismo criteria se aplico en el 26%, de dos muestreos incubados 30% 
caso en que se lograron aislar micro- de cuartos individuales y un 29% de 
organismos con mayor frecuencia co- muest~as compuestas. 
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Streptococcus agalactiae se obtuvo viduales un x de ceHulas somaticas de 

de muestras sin incubar de uno y dos 946,749 y en muestras compuestas 
muestreos de cuartos individuales y de 37,201; de dos muestreos de cuartos 
muestras compuestas, un 16% de cuar- individuales incubados el x es de 
tos individuales y 32% de muestras 1,760,333 y en muestras compuestas 
compuestas; el 12% de dos muestreQs de 666,275 celulas somaticas. 
de cuartos individuales y 29% de mues
tras compuestas. En muestras incuba
das de un muestreo 16% de cuartos 
individuales y un 32% de muestras 
compuestas; de dos muestreos 15% 
de cuartos individuales y un 29% de 
muestras compuestas. En menor pro
porcion se aislaron otras bacterias co
mo Staphylococcus spp, Micrococcus 
spp Bacillus spp, levaduras y gram 
negativos. 

De uno y dos muestreos no hubo 
una diferencia representativa en cuan
to a los microorganismos aislados pe~o 
al incubar las muestras, hay mayor re

cuperaci6n de microorganismos como 
son Micrococcus spp, gram negativos, 
Lactobacillus spp, Corynebacterium 
spp, Bacillus spp. 

En cuanto a celulas somaticas Cua
dro 2 y 3 se observ6 que sin infec
cion de un muestreo de cuartos indi
viduales el x de celulas somaticas fue 
de 723,076, en muestras compuestas 
de un muestreo sin incubar un.x de 
19,913; de los muestreos de cuartos in
dividuales sin incubarelx de 1,911,462 
y en muestras compuestas de dos mues
treos sin incubar un xde 539,232. 

Para el caso de incubacion de la 
muestra por 4h se obtuvo sin infec
cion de un muestreo de cuartos indi-

En 10 referente a los aislamientos 
se puede decir, que tanto en mues
tras sin incubar como en incubadas 
fueron los Streptococcus agalactiae 
Y los Corynebacterium bovis los que 
alcanzaron los mayores val ores de celu
las somaticas junto con sus logaritmos 
naturales ya que en el caso de Strepto
coccus agalactiae en muestras sin incu
bar de uno y dos muestreos se obtuvo 
de cuartos individuales 25,910,329 con 

un logaritmo de (15.92), en muestras 
compuestas 19,538,899 y un In de 
(15.84), de dos muestreos de cuartos in
dividuales 26,618,021 y un Le (15.72), 
en muestras compuestas 21,144,373 y 
un le (15.96) en muestras incubadas 
por 4 h de un muestreo de cuartos in
dividuales fue de 22,960,588 y un 
In (15.78), en muestras compuestas 
19,538,899 y un In (15.83); de dos 
muestreos de cuartos individuales 
21,372,839 y un In (15.62) y de mues
tras compuestas de 21,144,373 con un 
tn (15.96). 

Los Corynebacterium bovis de un 
muestreo sin incubar de cuartos indi
viduales se obtuvo 432,527 x de celu 
las somaticas y un In (11.53), en mues
tras compuestas sin incubar y de un 
muestreo se obtuvo un x de 189,506 
y un In (10.17); de dos muestreos en 
cuartos individuales se obtuvo un x de 
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280,934 con un In (11.43), y en mues
tras compuestas de 374,343 celulas so
maticas y un In (11.97). En muestras 
incubadas por 4 h de un muestreo de 
cuartos individuales se obtuvo un x de 
1,854,765 con un In (11.71) en mues
tras compuestas el x fue de 158,107 
y su Le (10.60); de dos muestreos in 
cubados, para cuartos individuales fue 

el x de 1,995,715 con un In (11.41), 
en muestras compuestas de 328,051 
celulas somaticas y un In (12.02). 

En el caso de las otras bacterias co
mo son Staphylococcus spp, Micro-
coccus spp, Bacillus spp, gram negati
vos, levaduras y Lactobacillus spp el 

observaron diferencias estad(sticas en 
los efectos principales (P < 01), la no 
incubacion fue inferior ala incubacion 
(48.9% contra 37%), ubre individual 
fue superior a ubre completa (47% 
contra 28%) y un muestreo 51% con
tra 34% de dos muestreos; no se encon
traron diferenciasestadlsticas (P> .05) 
en las interacciones entre efectos. 

En los resultados obtenidos, tanto 
en muestras compuestas como en cuar
tos individuales, se observo un incre

mento significativo de glandulas ma-
maria no infectadas al tomar en cuen· 
ta el diagnostico basado en dos mues
tras, por 10 tanto disminuye el numero 
de animales infectados con microorga

x de celulas somaticas y logaritmos nismos no patogenos. 
naturales (In) estuvieron por abajo del 
promedio de las 300,000 celulas al 
igual que su In, excepto en una mues
tra compuesta de un muestreo sin in
cubar Bacillus spp alcanzo un xde ce
lulas somaticas de 7,130,364 con un 
In (15.77). 

Como se puede apreciar a pesar 
de que en algunos casos el xde c~Hu
las somaticas se via elevado, su In se 
mantuvo estable en los casas de in
cubada 0 no la leche a excepcion de 
Streptococcus agalact:iae que en mues
tras incubadas y sin incubar el x de 
celulas fue el mismo. 

Con base en el estudio estad Istico 
por medio de efectos fijos el Cuadro 
4 nos muestra las proporciones gene
rales para la variable infeccion con 
respuesta (positiva, negativa) y el Cua
dro 5 el analisis de varianza, donde se 
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En cuanto a la toma de dos mues
tras el margen de error se ve disminu (do 
y la influencia de contaminacion pue
de eliminarse. EI numero de cuartos 
infectados es similar en los cuatro ca
50S. EI conteo de celulas somaticas es 
similar al de otros estudios 8 . 

En el unico caso donde no hubo 
cambios en el diagnostico fue el de 
Streptococcus agalactiae. 

Por 10 anterior se concluye que se 
puede muestrear en dos formas de 
acuerdo al microorganismo que se pre· 
tenda aislar. 

1) 	Para el caso de Streptococcus aga
lactiae se recomienda: a) Tomar 
una sola muestra (un solo dla). b) 
Tomar leche de los cuatro cuartos 
(muestra compuesta). c) No incubar 
la leche. 



2) 	 Para aislar otras bacterias y diag
nosticarlas como causantes de mas
titis es necesario: a) Tomar dos 
muestras consecutivas (por dos 
d(as). b) Lasmuestrassonporcuar
to (muestreo individual), c) Incu
barlas por 4 h y sembrar. 

SUMMARY 

This work was realized to due the different opi
nions about taking one or two milk samples, and 
the convenience of incubating the milk samples or 
not before the bacteriological analysis. Sterile 
samples from 38 cows were taken during two 
con~ecutive days. Next day the samples were 
seeded and incubated during four hour:; before 
seeding them again. Results showed 34% and 29% 
of non-infected individual quarters for incubated 
and non incubated samples the porcentage of non 
infected was of 32%, and 42% for non-incubated. 
The samples with infection for individual quarters 
without incubating were 66% and 71% incom
pound samples or by cow, the samples without 
incubating was 58%, and 68% for those incubated. 
It can be concluded that milk samples must be 
incubated previously, because during the bacterio
logical assays a great recovery of microorganisms 
can be seen. For Streptococcus agalactiae there 
were not differences for the type and number of 
analyzed samples; the incubation before seeding 
had no effect on the isolation and the diagnosis. 
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